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(DD) , die Familie der Todesef fektordomanen (DED) und die 
Familie der Caspase-Rekrutierungsdomane (CARD) , die alle 
entfernt miteinander verwandt sind und auch alle einer 
Superfamilie angehoren, die typischerweise in ihrer 3- 
5 dimensionalen Struktur ein Bundel von sechs Helices ("six 
helix bundle") bildet. Zu jenen Proteinen, die eine 
Todesdomane, Todesef fektordomane und/oder eine CARD- 
Domane aufweisen, gehoren beispielsweise die Proteine 
FLIP, CARDI AK-RI P2 , ARC, BcllO, DEDD, wie in den 

10 Verof f entlichungen von Irrnler et al., 1997, Nature, 388, 
190-195; Koseki et al. 1998, Proct. Natl. Acad. Sci. USA, 
95, 5156-60; McCarthy et al. 1998, J. Biol. Chem. 273, 
16968-16975; Stegh, et al., 1998, EMBO J., 17, 5974-86; 
Thome et al., 1999, J. Biol. Chem., 274, 9962-8 gezeigt. 

15 Wahrend also zahlreiche Proteine, die Domanen der 
strukturellen Superfamilie (Bundel aus sechs Helices) 
aufweisen, in intrazellulare Signaltransduktionsprozesse 
verwickelt sind, insbesondere aufgrund ihrer Fahigkeit 
zur Assoziieriing mit vor- bzw. in der Signaltransduktion 

20 nachgeschalteten Proteinen, sind die an der 
Entzundungsreaktion beteiligten Proteine, ebenso wie die 
Form der Signalubertragung bei inf lammatorischen 
Reaktionen weitgehend unbekannt. 

25 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es einerseits, 
solche Proteine (mit ihren Aminosauresequenzen) und ggf. 
den zugrundeliegenden DNA-Sequenzen zu identif izieren, 
die an der Entzundungsreaktion beteiligt sind, oder aus 
anderem Zusammenhang bekannten Proteinen eine Funktion in 

30 der Entziindungsreaktionskaskade zuzuweisen und 

andererseits, durch Bestimmung der 

Signaltransduktionsmechanismen, Stof fe zur Behandlung 
inflammatorischer Reaktionen zur Verfugung zu stellen. 

35 Zur Losung dieser Aufgabe haben die Erfinder zunachst 
f es tgestellt, dali PYD-Domanen eine entscheidende Rolle 
bei der intrazellularen Weitergabe eines 

inf lammatorischen Signals spielen. Erf indungsgemaB wurde 
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festgestellt, dafl die Domane PYD ebenfalls die Struktur 
des Bundels aus 6 Helices aufweist und daft sie in ihrem 
Interaktionspotential mit den insoweit strukturell 
verwandten Domanen DED, DD oder CARD vergleichbar ist. 
5 Damit wird erf indungsgemali eine vierte Familie von 
"Sechs-Helix-Bundel"-Domanen (hier als Domane "PYD" 
bezeichnet), die als Bestandteil von nativen Proteinen 
auftritt, zur Verfugung gestellt. 

10 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher DNA- 
Sequenzen, die fur ein Protein mit mindestens einer PYD- 
Domane codieren, einschlieftlich aller funktionshomologen 
Derivate, Fragmente oder Allele. Insbesondere sind alle 
DNA-Sequenzen mit umfaJJt, die mit den erf indungsgemafien 

15 DNA-Sequenzen hybridisieren, einschliefilich der jeweils 
im Doppelstrang komplementaren Sequenzen (Anspruch 1) . 

In Hinblick auf die Hybridisierungsbedingungen wird im 
einzelnen offenbart, dass homologe oder sequenzverwandte 
DNA-Sequenzen aus alien Saugerspezies, einschliefilich 

20 Mensch, nach gangigen Verfahren durch Homologie-Screening 
durch Hybridisierung mit einer Probe der 

erf indungsgemaften Nukleinsauresequenzen oder Teilen davon 
isoliert werden. Unter f unktionellen Aquivalenten sind 
auch Homologe der nativen PYD-Domanen enthaltenden 

25 Sequenzen, bspw. der in Figur 1 dargestellten Sequenzen, 
beispielsweise ihre Homologen aus anderen Mammalia, 
verkiirzte Sequenzen, Einzelstrang-DNA oder RNA der 
codierenden und nicht-codierenden DNA-Sequenz zu 
verstehen. 

30 Zur Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide 
der konservierten Bereiche, die auf dem Fachmann bekannte 
Weise ermittelt werden konnen, verwendet . In jedem Fall 
wird die Verwendung und Funktion von mindestens 15, 
vorzugsweise mindestens 20 AS langen Nukleotidabschnitten 

35 (auch als solche offenbart) der in Figur enthaltenen 
Nukleotidsequenzen als Primer fur PCR-Reaktionen oder als 
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Oligonukleotide auf DNA-Chips offenbart. Es konnen aber 
auch langere Fragmente der erf indungsgemaJien 
Nukleinsauren oder die vollstandigen Sequenzen fur die 
Hybridisierung verwendet werden. Je nach der verwendeten 
5 Nukleinsaure-Sequenz (Oligonukleotid, langeres Fragment 
oder vollstandige Sequenz) bzw* je nachdem, welche 
Nukleinsaureart (DNA oder RNA) fur die Hybridisierung 
verwendet werden, varieren diese Standardbedingungen. So 
liegen beispielsweise die Schmelztemperaturen fur 

10 DNArDNA-Hybride ca. 10 °C niedriger als die von DNA : RNA- 
Hybriden gleicher Lange. Unter Standardbedingungen sind 
beispielsweise, je nach Nukleinsaure, Temperaturen 
zwischen 42 und 58 °C in einer waiirigen Pufferlosung mit 
einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC - 

15 0,15 M NaCl, 15 mM Natriumcitrat , pH 7,2) oder zusatzlich 
in Gegenwart von 50% Formamid, wie beispielsweise 42 °C 
in 5 x SSC, 50% Formamid, zu verstehen. 
Vorteilhafterweise liegen die Hybridisierungsbedingungen 
fur DNA: DNA-Hybride bei 0,1 x SSC und Temperaturen 

20 zwischen etwa 20 °C bis 45 °C, bevorzugt zwischen etwa 30 
°C bis 45 °C. Fur DNA: RNA- Hyb ride liegen die 
Hybridisierungsbedingungen vorteilhaft bei 0,1 x SSC und 
Temperaturen zwischen etwa 30 °C bis 55 °C, bevorzugt 
zwischen etwa 45 °C bis 55 °C. Diese angegebenen 

25 Temperaturen fur die Hybridisierung sind beispielhaft 
kalkulierte Schmelztemperaturwerte fur eine Nukleinsaure 
mit einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und einem G + C- 
Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die 
experimentellen Bedingungen fur die DNA-Hybridisierung 

30 sind in einschlagigen Lehrbiichern der Genetik, wie 
beispielsweise bei Sambrook et al. ("Molecular Cloning", 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1989), beschrieben und 
lassen sich nach dem Fachmann bekannten Formeln, 
beispielsweise abhangig von der Lange der Nukleinsauren, 

35 der Art der Hybride oder dem G + C-Gehalt berechnen. 
Weitere Inf ormationen zur Hybridisierung kann der 
Fachmann folgenden Lehrbiichern entnehmen: Ausubel et al. 
(eds), 1985, Current Protocols in Molecular Biology, John 
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Wiley & Sons, New York; Hames and Higgins (eds) , 1985, 
Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach, IRL 
Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (ed) , 
1991, Essential Molecular Biology: A Practical Approach, 
5 IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm werden solche 
erfindungsgemafien DNA-Sequenzen offenbart, fur die sich 
ein Signifikanzniveau von p<10" 2 ergibt, wenn die PYD- 

10 Domane einer Ziel-DNA-Sequenz (also einer potentiell 
erf indungsgemaften DNA-Sequenz) mit einem Suchprofil nach 
Figur 3 verglichen wird (Anspruch 2) . In Hinblick auf die 
diesbeziigliche experimentelle Vorgehensweise wird auf die 
Verof fentlichung von Bucher et al. (1996, Computer Chem., 

15 20, 3-24) und auf die entsprechenden Erlauterungen in der 
of fengelegten deutschen Patentanmeldung DE 197 13 393.2- 
41 verwiesen, die beide insoweit Bestandteil der 
Offenbarung der vorliegenden Anmeldung sind. 

20 In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm werden DNA- 
Sequenzen offenbart, der en Genprodukt eine der 
Aminosauresequenzen (fur eine PYD-Domane) , wie in Figur 6 
wiedergegeben, einschlielilich aller f unktionshomologen 
Derivate, Allele oder Fragmente, enthalt. 

25 Vorteilhafterweise weisen derartige Derivate oder Allele 
eine Sequenzhomologie von mindestens 80%, vorzugsweise 
von mindestens 90% und noch starker bevorzugt von 
mindestens 95% und am starksten bevorzugt von mindestens 
98% mit der vorgenannten Sequenz auf. Auch mit diesen 

30 erf indungsgemafien DNA-Sequenzen hybridisierende DNA- 
Sequenzen (einschlielilich der Sequenzen des 
komplementaren DNA-Stranges) sind mitoffenbart (Anspruch 
3) . 

35 Bevorzugt sind weiterhin DNA-Sequenzen, die eine der in 
Figur 1 angegebenen (c) DNA-Sequenzen enthalten (Anspruch 
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4). Im Zuge der erf indungsgemaften Feststellungen wurde 
namlich herausgef unden, daB erf indungsgemafie DNA- 
Sequenzen fur zahlreiche Proteine (Aminosauresequenzen) 
mit einer PYD-Domane codieren, die insbesondere auch am 

5 ggf. pathophysiologischen Inf lammationsgeschehen 

beteiligt sind. Diese DNA-Sequenzen (einschlieMich der 
entsprechenden Aminosauresequenzen) sind in Fig. 1 
dargestellt. Hierzu gehoren, wie in Figur 1 jeweils mit 
Codierungsnummer dargestellt, die Proteine Pyrin (siehe 

10 entsprechende Protein- bzw. cDNA-Sequenzen gemaft Fig. 1, 
Codierungsnummer 1.2), Pycard (Protein und cDNA-Sequenz, 
Codierungsnummer 1.3), Pyc (Proteinsequenz und cDNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.1) , NALP1 (Proteinsequenz und 
cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.4), NALP2 ((alter Name 

15 Py7) mit Protein- und einer DNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.5), NALP3 ((alter Name PY5) mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.6), NALP4 ((alter Name PY6) 
mit Proteinsequenz und DNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.7), NALP5 ((alter Name Py8) mit Proteinsequenz und DNA- 

20 Sequenz, Codierungsnummer 1.8), NALP6 ((alter Name PY9) 
mit Proteinsequenz und DNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.9), PY10 (mit Protein- und DNA-Sequenz, 

Codierungsnummer 1.10), NALP7 ((alter Name Pyll) mit 
Proteinsequenz und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.11), 

25 NALP8 ((alter Name Pyl2) mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.12), NALP9 ((alter Name Pyl3) 
mit Proteinsequenz und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.13), NALP10 ((alter Name Pyl4) mit Protein- und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.14), NALPll ((alter Name 

30 Pyl5) mit Protein- und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.15), Pyl6 ((von der Maus), mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.16), NALP13 ((alter Name 
Pyl7), mit Protein- und CDNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.17), NALP14 ((alter Name Pyl8), von der Maus, mit 

35 Protein- und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.18), NALP15 
( (alter Name Pyl9) mit Protein- und partieller DNA- 
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Sequenz, Codierungsnummer 1.19), NALP12 ((alter Name 
Py20) , von der Maus, mit Proteinsequenz und cDNA-Sequenz, 
Codierungsnummer 1.20). Die vorgenannten Sequenzen sind 
samtlich in Figur 1 aufgetragen und dort unter den 
5 vorgenannten Bezeichnungen bzw. den Codierungsnumniern 
auffindbar. Die zusammengehorigen, d. h. unter einer 
Codierungsnummer zusammengef afiten DNA- und 

Proteinsequenzen sind jeweils durch gepunktete Linien im 
Fettdruck von der nachsten Einheit getrennt. Figur 1 

10 umfafct 22 durchnumerierte Seiten. Damit handelt es sich 
bei einem weiteren bevorzugten Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung um DNA-Sequenzen, die fur eines 
der in Figur 1 dargestellten Genprodukte (d.h. fur eine 
der in Figur 1 enthaltenen Aminosauresequenzen) codieren 

15 oder DNA-Sequenzen, die zumindest in einem Abschnitt der 
Gesamtsequenz fur eine der in Figur 1 angegebenen 
Aminosauresequenzen codieren (Anspruch 5) . 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
20 Expressionsvektoren, die eine erf indungsgemafre DNA- 
Sequenz, bspw. wie zuvor offenbart oder gemafi Anspriichen 
1 bis 5 beansprucht, enthalten (Anspruch 6) . Derartige 
erf indungsgemafie Expressionsvektoren (bspw . Plasmide ) 
enthalten neben mindestens einer erf indungsgemaiien DNA- 
25 Sequenz typischerweise auch Promotor-Bereiche und 
Terminator-Bereiche f ggf. auch Marker-Gene (bspw. 
Antibiotika-Resistenz-Gene) und/oder Signalsequenzen zum 
Transport des translatierten Proteins. 

30 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Wirtszellen, die mit einem erf indungsgemaiien Expressions- 
vektor transformiert wurden (Anspruch 7) . Als geeignete 
Wirtszellen zur Klonierung oder Exprimierung der 
erf indungsgemaiien DNA-Sequenzen kommen Prokaryotenhef en 

35 oder hohere eukaryotische Zellen in Frage. Bei Prokaryoten 
sind Gram-negative oder Gram-positive Organismen 
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ausdriicklich eingeschlossen. Zu nennen ist hier E.coli 
oder Bazillen. Als bevorzugte Wirtszellen zur Klonierung 
der erfindungsgemaJien DNA-Sequenzen werden die Stamme 
E.coli 294, E.coli B und E.coli X1776 sowie E.coli W3110 
5 offenbart. Bei den Bazillen stehen Bazillus subtilis, 
Salmonella typhimurium oder ahnliche. Wie oben bereits 
erwahnt, enthalten die Expressionsvektoren typischerweise 
eine Signalsequenz zum Transport des Proteins in das 
Kulturmedium, so werden prokaryotische Zellen eingesetzt 

10 werden. Neben Prokaryoten kommen auch eukaryotische 
Mikroben als Wirtszellen, die mit dem Expressionsvektor 
transfiziert worden sind, in Frage. So etwa konnen 
filamentose Pilze oder Hefen als geeignete Wirtszellen fur 
die erf indungsgemaften DNA-Sequenzen codierende Vektoren 

15 eingesetzt werden. Zu nennen ist vor allem Saccharomycis 
cirevesiae oder die gewohnliche Backerhefe (Stinchcomb et 
al., Nature, 282:39, (1997)). 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden jedoch zur 

20 Expression von erf indungsgemaften DNA-Sequenzen Zellen aus 
multizellularen Organismen gewahlt. Dies geschieht auch 
vor dem Hintergrund einer moglicherweise erf orderlichen 
Glykosilierung der codierten Proteine. Diese Funktion kann 
in hoheren Eukaryotenzellen - im Vergleich zu 

25 Prokaryotenzellen - in geeigneter Weise ausgefuhrt werden. 
Im Prinzip ist jede hohere eukaryotische Zellkultur als 
Wirtszelle verfiigbar, wenn auch Zellen von Saugern, 
beispielsweise Affen, Ratten, Hamstern oder Menschen, ganz 
besonders bevorzugt sind. Dem Fachmann ist eine Vielzahl 

30 von etablierten Zellinien bekannt. In einer keineswegs 
abschliefienden Aufzahlung werden die folgenden Zellinien 
genannt: 293T (Embryonennierenzellinie) , (Graham et al., 
J. Gen. Virol., 36:59 (1997)), BHK 

(Babyhamsternierenzellen) , CHO (Zellen aus den 

35 Hamsterovarien) , (Urlaub und Chasin, P. N. A. S. (USA) 
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77:4216, (1980)), HeLa (humane Cervixkarzinomzellen) und 
weitere Zellinien. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind mit Expressions- 
vektoren, die die erf indungsgemaften DNA-Sequenzen aufwei- 
sen, vorzugsweise Zellen des Saugetierimmunsy stems, vor 
allem des humanen Immunsystems, transfiziert (Anspruch 8). 



Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung sind die 
10 Genprodukte der erf indungsgemafien DNA-Sequenzen (Anspruch 
9) . Unter Genprodukten versteht man im Sinne dieser 
Erfindung sowohl Primartranskripte, also RNA, vorzugsweise 
mRNA, als auch Proteine bzw. Polypeptide, insbesondere in 
aufgereinigter Form (Anspruch 10). Diese Proteine weisen 
15 erf indungsgemaft mindestens eine PYD-Domane auf und 
regulieren oder transportieren insbesondere 

inf lammatorische Signale. Bevorzugt ist ein auf gereinigtes 
Genprodukt dann, wenn es eine der in Figur 7 angegebenen 
Aminosauresequenzen (fur eine PYD-Domane), einschliefllich 
20 aller f unktionshomologen Allele, Fragmente oder Derivate 
enthalt. Zu den erf indungsgema/ien Proteinen gehoren aber 
auch all jene Proteine, die sich von erf indungsgemaJien 
DNA-Derivaten, DNA- Fragment en oder DNA-Allelen ableiten. 

25 Dariiber hinaus konnen die erf indungsgemafien Proteine 
chemisch modifiziert sein. So etwa kann eine Schutzgruppe 
am N-Terminus vorliegen. Es konnen Glykosylgruppen an 
Hydroxyl- oder Aminogruppen angefugt sein f Lipide 
(insbesondere Fettsauren, bspw. Myristyl- oder 

30 Palmitylsaure) konnen kovalent mit dem erf indungsgemaften 
Protein verbunden sein, ebenso Phosphate oder 
Acetylgruppen und ahnliches. Auch beliebige chemische 
Substanzen, Verbindungen oder Gruppen konnen auf einem 
beliebigen Syntheseweg an das erf indungsgemaBe Protein 

35 gebunden sein. Auch zusatzliche Aminosauren, z.B. in Form 
einzelner Aminosauren oder in Form von Peptiden oder in 
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Form von Proteindomanen und ahnliches, konnen mit dem N- 
und/oder C-Terminus fusioniert sein. Insbesondere sind 
hier sogenannte Signal- oder "Leader"-Sequenzen am N- 
Terminus der erf indungsgemafien Aminosauresequenz 
5 vorliegen, die das Peptid cotranslational oder 
posttranslational in eine bestimmte Zellorganelle oder in 
den extrazellularen Raum (bzw. das Kulturmedium) fuhren. 
Am N- oder am C-Terminus konnen auch Aminosauresequenzen 
vorliegen, die als Antigen die Bindung der 

10 erf indungsgemafien Aminosauresequenz an Antikorper 
erlauben. Zu nennen ist hier insbesondere das Flag-Peptid, 
dessen Sequenz im Einbuchstabencode der Aminosauren 
lautet: DYKDDDDK oder auch His-Tags (mindestens 5, 
vorzugsweise mindestens 6 His-Reste) . Diese Sequenz hat 

15 stark antigene Eigenschaf ten und erlaubt somit eine 
schnelle Oberpriifung und leichte Reinigung des 
rekombinanten Proteins. Monoklonale Antikorper, die das 
Flag-Peptid binden, sind von der Firma Eastman Kodak Co., 
Scientific Imaging Systems Division, New Haven, 

20 Connecticut erhaltlich. Die erf indungsgemafien DNA- 
Sequenzen konnen auch in zahlreichen Exons, die durch 
Introns voneinander getrennt sind, auf dem Strang des 
Erbinf ormationsmolekuls abgelegt sein. Damit gehoren auch 
alle denkbaren SPLICE-Varianten (auf mRNA-Ebene) als 

25 Genprodukte zum erf indungsgemaBen Gegenstand. Auch die von 
diesen verschiedenen SPLICE-Varianten codierten Proteine 
unterf alien dieser Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
30 ein Antikorper, der ein Epitop auf einem 
erf indungsgemafien Genprodukt, insbesondere einem 
erf indungsgemalien Protein, erkennt (Anspruch 12) . Der 
Begriff "Antikorper" umfaJit i.S. der vorliegenden 
Erfindung sowohl polyklonale Antikorper als auch 
35 monoklonale Antikorper (Anspruch 13) , chimarische 
Antikorper, anti-idiotypische Antikorper (gerichtet gegen 
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erf indungsgemafte Antikorper) , die alle in gebundener oder 
loslicher Form vorliegen und ggf. durch "Label" markiert 
sein konnen, sowie auch Fragmente der vorgenannten 
Antikorper. Neben den Fragmenten von erf indungsgemaJJen 
5 Antikorpern in Alleinstellung konnen erf indungsgemalie 
Antikorper auch in rekombinanter Form als Fusionsproteine 
mit anderen (Protein) -Bestandteilen auftreten. Fragmente 
als solche oder Fragmente von erf indungsgemaften 
Antikorpern als Bestandteile von Fusionsproteinen werden 
10 typischerweise durch die Methoden enzymatischer Spaltung, 
der Protein-Synthese oder die dem Fachmann gelaufigen 
Rekombinationsmethoden hergestellt . 



Bei den polyklonalen Antikorpern handelt es sich urn 
heterogene Mischungen von Antikorpermolekulen, die aus 

15 Seren von Tieren hergestellt werden, die mit einem 
Antigen immunisiert worden sind. Ein monoklonaler 
Antikorper enthalt eine im wesentlichen homogene 
Population von Antikorpern, die spezifisch gegen Antigene 
gerichtet sind, wobei die Antikorper im wesentlichen 

20 gleiche Epitop-Bindungsstellen aufweisen. Monoklonale 
Antikorper konnen durch die im Stand der Technik 
bekannten Verfahren erhalten werden (z. B. Kohler und 
Milstein, Nature, 256, 495-397, (1975); US-Patent 
4,376,110; Ausiibel et al., Harlow und Lane "Antikorper": 

25 Laboratory Manual, Cold Spring, Harbor Laboratory 
(1988)). Die in den vorgenannten Literaturstellen 
enthaltene Beschreibung wird als Bestandteil der 
vorliegenden Erfindung in die Offenbarung der 
vorliegenden Erfindung einbezogen . Er f indungsgemafie 

30 Antikorper konnen einer der folgenden 

Immunglobulinklassen angehoren: IgG, IgM, IgE, IgA, GILD 
und ggf. einer Unterklasse der vorgenannten Klassen. Ein 
Hybridom-Zellklon, der erf indungsgemafie monoklonale 
Antikorper produziert, kann in vitro, in situ oder in 

35 vivo kultiviert werden. Die Herstellung von groften Titern 
an monoklonalen Antikorpern erfolgt vorzugsweise in vivo 
oder in situ. 
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Bei den erf indungsgemafren chimarische Antikorpern handelt 
es sich um Molekiile, die verschiedene Bestandteile 
enthalten, wobei diese sich aus verschiedenen Tierarten 
ableiten (z. B. Antikorper, die eine variable Region, die 
5 aus einem Mause-monoklonalen Antikorper abgeleitet ist, 
und eine konstante Region eines humanen Immunglobulin 
aufweisen) . Chimarische Antikorper werden vorzugsweise 
eingesetzt, um einerseits die Immunogenizitat bei der 
Anwendung zu reduzieren und andererseits die Ausbeuten 

10 bei der Produktion zu erhohen, z.B. ergeben murine 
monoklonale Antikorper hohere Ausbeuten aus Hybridom- 
Zellinien, fuhren aber auch zu einer hoheren 
Immunogenizitat beim Menschen, so daft human/murine 
chimarische Antikorper vorzugsweise eingesetzt werden. 

15 Chimarische Antikorper und Verfahren zu ihrer Herstellung 
sind aus dem Stand der Technik bekannt (Cabilly et al., 
Proc. Natl. Sci. USA 81: 3273-3277 (1984); Morrison et 
al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 81:6851-6855 (1984); 
Boulianne et al. Nature 312 643-646 (1984); Cabilly et 

20 al., EP-A-125023; Neuberger et al., Nature 314: 268-270 

(1985) ; Taniguchi et al., EP-A-171496; Morrion et al . , 
EP-A-173494; Neuberger et al., WO 86/01533; Kudo et al., 
EP-A-184187; Sahagan et al., J. Immunol. 137: 1066-1074 

(1986) ; Robinson et al., WO 87/02671; Liu et al., Proc. 
25 Natl. Acad. Sci USA 84:3439-3443 (1987); Sun et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci USA 84:214218 (1987); Better et 
al., Science 240: 1041-1043 (1988) und Harlow und Lane, 
Antikorper: A Laboratory Manual, wie oben zitiert. Diese 
Zitatstellen werden als zur Offenbarung gehorig in die 
30 vorliegende Erfindung einbezogen. 

Ganz besonders bevorzugt wird ein solcher 
erf indungsgemalier Antikorper gegen einen Sequenzabschnitt 
auf der PYD-Domane als Epitop gerichtet sein (Anspruch 
14) . 

35 Ein erf indungsgemalier anti-idiotypischer Antikorper ist 
ein Antikorper, der eine Determinante, die im allgemeinen 
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mit der Antigenbindungsstelle eines erf indungsgemaften 
Antikorpers assoziiert ist, erkennt. Ein anti- 
idiotypischer Antikorper kann durch die Immunisierung 
eines Tieres der gleichen Art und des gleichen 
5 genetischen Typs (z.B. eines Mausestamms) als 
Ausgangspunkt fur einen monoklonalen Antikorper, gegen 
welchen ein erf indungsgemafier anti-idiotypischer 
Antikorper gerichtet 1st, hergestellt werden. Das 
immunisierte Tier wird die idiotypischen Determinanten 

10 des immunisierenden Antikorpers durch die Produktion 
eines Antikorpers, der gegen die idiotypischen 
Determinanten gerichtet ist (namlich ein 

erf indungsgemafrer anti-idiotischer Antikorper) , erkennen 
(U.S. 4,699,880). Ein erf indungsgemafier anti- 

15 idiotypischer Antikorper kann auch als Immunogen 
eingesetzt werden, um eine Immunantwort in einem weiteren 
Tier hervorzuruf en und um dort zur Produktion eines sog. 
anti-anti-idiotypischen Antikorpers zu fuhren. Der anti- 
anti-idiotypische Antikorper kann, muft aber nicht, 

20 bezuglich seiner Epitop-Konstruktion identisch mit dem 
originaren monoklonalen Antikorper sein, der die anti- 
idiot ypische Reaktion hervorgeruf en hat. Auf diese Weise 
konnen durch die Verwendung von gegen idiotypische 
Determinanten eines monoklonalen Antikorpers gerichtete 

25 Antikorper andere Klone, die Antikorper von identischer 
Spezifitat exprimieren, identif iziert werden. 

Monoklonale Antikorper, die gegen erf indungsgemalle 
Proteine, Analoge, Fragmente oder Derivate dieser 
erf indungsgemaften Proteine gerichtet sind, konnen 

30 eingesetzt werden, um die Bindung von anti-idiotypischen 
Antikorpern in entsprechenden Tieren, wie z. B. der 
BALB/c Maus, zu induzieren. Zellen aus der Milz einer 
solchen immunisierten Maus konnen verwendet werden, um 
anti-idiotypische Hybridom-Zellinien, die anti- 

35 idiotypische monoklonale Antikorper sekretieren, zu 
produzieren. Weiterhin konnen anti-idiotypische 

monoklonale Antikorper auch an einen Trager gekoppelt 
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werden (KLH, "keyhole limpet hemocyanin" ) und dann 
verwendet werden, um weitere BALB/c-Mause zu 
immunisieren. Die Sera dieser Mause enthalten dann anti- 
anti-idiotypische Antikorper, die die 

5 Bindungseigenschaf ten der originaren monoklonalen 
Antikorper haben und spezifisch fiir ein Epitop des 
erf indungsgemaflen Proteins oder eines Fragments oder 
Derivats von demselben sind. Die anti-idiotypischen 
monoklonalen Antikorper haben auf diese Weise ihre 
10 eigenen idiotypischen Epitope oder "Idiotope" , die 
strukturell mit dem zu untersuchenden Epitop ahnlich 
sind. 



Die Bezeichnung "Antikorper" soil sowohl intakte Molekule 
als auch Fragmente derselben einschliefien, z.B. Fab und 

15 F(ab ! ) 2 . Fab und F (ab' ) 2 -Fragmente entbehren eines Fc- 
Fragments, wie etwa in einem intakten Antikorper 
vorhanden, so daft sie im Blutkreislauf schneller 
transportiert werden konnen und vergleichsweise weniger 
nicht-spezif ische Gewebsbindung als intakte Antikorper 

20 aufweisen. Hierbei wird hervorgehoben, daft Fab und F(ab')2 
Fragmente von erf indungsgemafien Antikorpern bei der 
Detektion und Quantif izierung von erf indungsgemafien 
Proteinen eingesetzt werden konnen. Solche Fragmente 
werden typischerweise durch proteolytische Spaltung 

25 hergestellt, indem Enzyme, wie z. B. Papain (zur 
Herstellung von Fab- Fragment en) oder Pepsin (zur 
Herstellung von F(ab')2, Fragmenten) verwendet werden. 

Erf indungsgemafie Antikorper, einschliefilich der Fragmente 
von diesen Antikorpern, konnen zur quantitativen oder 

30 qualitativen Detektion von erf indungsgemafiem Protein in 
einer Probe eingesetzt werden oder auch zur Detektion von 
Zellen, die erf indungsgemafie Proteine exprimieren und 
ggf. sekretieren. Die Detektion kann mit Hilfe von 
Immunof luoreszenz-Verf ahren erreicht werden, die 

35 Fluoreszenz-markierte Antikorper in Kombination mit 
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Lichtmikroskopie, Fluftzytometrie oder f luorometrischer 
Detektion durchgefuhrt werden. 

Erf indungsgemalie Antikorper (oder Fragmente dieser 
Antikorper) eignen sich fur histologische Untersuchungen, 

5 wie z.B. im Rahmen der Iinmunof luoreszenz oder 
Immunoelektromikroskopie, fur die in situ Detektion eines 
erfindungsgemaften Proteins. Die in situ Detektion kann 
dadurch erfolgen, daft eine histologische Probe von einem 
Patienten genommen wird und markierte erf indungsgemalie 

10 Antikorper zu einer solchen Probe hinzugegeben werden. 
Der Antikorper (oder ein Fragment dieses Antikorpers) 
wird in markierter Form auf die biologische Probe 
aufgetragen. Auf diese Weise ist es nicht nur moglich, 
die Anwesenheit von erf indungsgemaftem Protein in der 

15 Probe zu bestimmen, sondern auch die Verteilung des 
erf indungsgemaiien Proteins in dem untersuchten Gewebe. 
Bei der biologischen Probe kann es sich urn eine 
biologische Flussigkeit, ein Gewebeextrakt f geerntete 
Zellen f wie z. B. Immunzellen oder Herzmuskel- oder 

20 Leberzellen, oder allgemein urn Zellen, die in einer 
Gewebekultur inkubiert worden sind, handeln. Die 
Detektion des markierten Antikorpers kann je nach Art der 
Markierung durch im Stand der Technik bekannte Verfahren 
(z. B. durch Fluoreszenzverf ahren) erfolgen. Die 

25 biologische Probe kann aber auch auf einem 
Festphasentrager, wie z. B. Nitrocellulose oder ein 
anderes Tragermaterial, aufgetragen werden, so daft die 
Zellen, Zellteile oder loslichen Proteine immobilisiert 
werden. Der Trager kann dann mit einem geeigneten Puffer 

30 ein- oder mehrfach gewaschen werden, wobei nachfolgend 
mit einem detektierbar markierten Antikorper nach der 
vorliegenden Erfindung behandelt wird. Der 

Festphasentrager kann dann mit dem Puffer ein zweites Mai 
gewaschen werden, urn nicht-gebundenen Antikorper zu 

35 beseitigen. Die Menge an gebundener Markierung auf dem 
Festphasentrager kann dann mit einem herkommlichen 
Verfahren bestimmt werden. 
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Als Trager eignen sich insbesondere Glas, Polystyrol, 
Polypropylen, Polyethylen, Dextran, Nylon-Amylasen, 
naturliche oder modif izierte Zellulosen, Polyacrylamide 
und Magnetit. Der Trager kann entweder bedingt loslichen 
5 oder unloslichen Charakters sein, urn die Bedingungen nach 
Mafigabe der vorliegenden Erfindung zu erfullen. Das 
Tragermaterial kann beliebige Formen einnehmen, z. B. in 
Form von Kugelchen ("beads"), oder zylindrisch oder 
spharisch sein, wobei Polystyrol-Kugelchen als Trager 
10 bevorzugt sind. 

Eine detektierbare Antikorpermarkierung kann auf 
verschiedene Weise erfolgen, Beispielsweise kann der 
Antikorper an ein Enzyrn gebunden werden, wobei das Enzyrn 
schlieftlich in einem Immunoassay (EIA) eingesetzt werden 
15 kann. Das Enzyrn kann dann spater mit einem entsprechenden 
Substrat reagieren, so daft eine chemische Verbindung 

A 

entsteht, die auf eine dem Fachmann gelaufige Art und 
Weise detektiert und ggf. quantif iziert werden kann, z. 
B. durch Spektrophotometrie, Fluorometrie oder andere 

20 optische Verfahren. Bei dem Enzyrn kann es sich urn Malat- 
Dehydrogenase , Staphylokokken-Nuklease, delta-5-Steroid 
Isomerase, Hef e-alkohol-Dehydrogenase, alpha- 

Glycerophosphat-dehydrogenase, Triosephosphat isomerase, 
Meerrettich-Peroxidase, alkalische Phsophatase, 

25 Aspariginase, Glucoseoxidase, beta-Galactosidase, 

Ribonuklease, Urease, Katalase, Glucose- 6-phosphat- 
Dehydrogenase , Glucoamylase oder Acetylcholinesterase 
handeln. Die Detektion wird dann uber ein chromogenes 
Substrat, das spezifisch fiir das fur die Markierung 

30 eingesetzte Enzyrn ist, ermoglicht und kann schlieftlich 
z.B. uber Sichtvergleich des durch die Enzymreaktion 
umgesetzten Substrats im Vergleich zu Kontrollstandards 
erfolgen. 

Weiterhin kann die Detektion durch andere Immunoassays 
35 sichergestellt werden, z.B. durch radioaktive Markierung 
der Antikorper oder Antikorperf ragmente (also durch einen 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 02/40668 



PCT/EP0 1/1 2545 



17 

Radioimmunoassay (RIA; Laboratory Techniques and 
Biochemistry in Molecular Biology, Work, T. et al. North 
Holland Publishing Company, New York (1978) . Das 
radioaktive Isotop kann dabei durch die Verwendung von 
5 Szintillationszahlern Oder durch Autoradigraphie 
detektiert und quantif iziert werden. 

Fluoreszierende Verbindungen konnen gleichfalls zur 
Markierung eingesetzt werden, beispielsweise Verbindungen 
wie Fluorescinisothiocyanat, Rhodamin, Phyoerythrin, 

10 Phycocyanin, Allophycocyanin, o-Phthaldehyd und 

Fluorescamin. Auch f luoreszensemittierende Metalle, wie 
z. B. 152 E oder andere Metalle aus der Lanthanid-Gruppe, 
konnen eingesetzt werden. Diese Metalle werden an den 
Antikorper iiber Chelatgruppen, wie z. B. 

15 Diethylentriaminpentaessigsaure (ETPA) oder EDTA 

angekoppelt. Weiterhin kann der erf indungsgemaJie 
Antikorper iiber eine mit Hilfe von Chemilumineszenz 
wirkende Verbindung angekoppelt werden. Die Gegenwart des 
Chemilumineszenz-markierten Antikorpers wird dann liber 

20 die Lumineszenz, die im Verlauf einer chemischen Reaktion 
entsteht, detektiert. Beispiele fur derartige 
Verbindungen sind Luminol, Isoluminol, Acridiniumester , 
Imidazol, Acridiniumsalz oder Oxalatester. Gleichermafren 
konnen auch biolumineszente Verbindungen zum Einsatz 

25 kommen. Biolumineszenz ist eine Unterart der 
Chemilumineszenz, die bei biologischen Systemen 
vorgefunden wird, wobei ein katalytisches Protein die 
Effizienz der chemilumineszenten Reaktion verstarkt. Die 
Detektion des biolumineszenten Proteins erfolgt wiederum 

30 iiber die Lumineszenz, wobei als biolumineszente 
Verbindung beispielsweise Luciferin, Luciferase oder 
Aequorin in Betracht kommen. 

Ein erf indungsgemalier Antikorper kann fur die Verwendung 
in einem immunometrischen Assay, auch bekannt als IT two- 
35 site" oder "sandwich" Assay, zur Anwendung gelangen. 
Typische immunometrische Assay-Systeme schlieJien sog. 
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"Vorwarts" -Assays ein f die sich dadurch auszeichnen, daft 
erf indungsgemafie Antikorper' an ein Festphasensystem 
gebunden sind und daft der Antikorper mit der Probe, die 
untersucht wird, auf diese Weise in Kontakt gebracht 
5 wird. Derart wird das Antigen aus der Probe durch die 
Bildung eines binaren Festphasen-Antikorper-Antigen- 
Komplexes aus der Probe isoliert. Nach einer geeigneten 
Inkubationszeit wird der feste Trager gewaschen, urn den 
verbleibenden Rest der flussigen Probe zu beseitigen, 

10 einschlielilich des ggf. nicht gebundenen Antigens, und 
daraufhin mit einer Losung in Kontakt gebracht, die eine 
unbekannte Menge an markiertem Detektionsantikorper 
enthalt. Der markierte Antikorper dient hierbei als sog. 
Reporter-Molekiil. Nach einer zweiten Inkubationszeit, die 

15 es den markierten Antikorper erlaubt, mit dem an die 
Festphase gebundenen Antigen zu assoziieren, wird der 
Festphasentrager erneut gewaschen, urn markierte 
Antikorper, die nicht reagiert haben, zu beseitigen. 

In einer alte.rnativen Assay-Form kann auch ein sog. 

20 "sandwich" -Assay zum Einsatz kommen. Hierbei kann ein 
einziger Inkubationsschritt ausreichen, wenn der an die 
Festphase gebundene Antikorper und der markierte 
Antikorper beide gleichzeitig auf die zu testende Probe 
auf gebracht werden. Nach Abschluft der Inkubation wird der 

25 Festphasentrager gewaschen, urn Riickstande der flussigen 
Probe und der nicht-assoziierten markierten Antikorper zu 
beseitigen. Die Anwesenheit von markiertem Antikorper auf 
dem Festphasentrager wird genau so bestimmt, wie bei den 
konventionellen "Vorwarts"-Sandwich-Assay . Bei dem sog. 

30 reversen Assay wird schrittweise zunachst eine Losung des 
markierten Antikorpers zur Flussigprobe hinzugefugt, 
gefolgt von der Beimischung von nicht-markiertem 
Antikorper, gebunden an einen Festphasentrager, nach 
Ablauf einer geeigneten Inkubationszeit. Nach einem 

35 zweiten Inkubationsschritt wird der Festphasentrager in 
herkoirailicher Weise gewaschen, urn ihn von 

Probenuberresten und von markiertem Antikorper, der nicht 
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reagiert hat, zu befreien. Die Bestimmung des markierten 
Antikorpers, der mit dem Festphasentrager reagiert hat, 
wird dann, so wie oben beschrieben, durchgefuhrt . 

5 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Isolierung von Genprodukten mit mindestens 
einer PYD-Domane, wobei die Wirtszellen mit einem 
erf indungsgemaften Expressionsvektor transf ormiert und dann 
unter geeigneten, die Expression fordernden Bedingungen 

10 kultiviert werden, so daft das Genprodukt schlieftlich aus 
der Kultur aufgereinigt werden kann (Anspruch 15). Das 
Protein der erf indungsgemalien DNA-Sequenz kann dabei r 
abhangig von dem Expressionssystem, aus einem Kulturmedium 
Oder aus Zellextrakten isoliert werden. Der Fachmann kann 

15 ohne weiteres erkennen, daft die jeweiligen 
Isolierungsmethoden und das Verfahren bei der Aufreinigung 
des von einer erf indungsgemalien DNA codierten, 
rekombinanten Proteins stark vom Typ der Wirtszelle oder 
auch von dem Umstand, ob das Protein in das Medium 

20 sekretiert wird, abhangt. Zum Beispiel konnen 
Expressionssysteme eingesetzt werden, die zur Sekretion 
des rekombinanten Proteins fiihren. Das Kulturmedium muli in 
diesem Fall durch kommerziell erhaltliche 

Proteinkonzentrationsfilter, z.B. Amicon oder Millipore 

25 Pelicon, auf konzentriert werden. Nach dem 

Konzentrationsschritt kann ein Reinigungsschritt erfolgen, 
z.B. ein Gelf iltrationsschritt . Alternativ kann aber auch 
ein Anionenaustauscher eingesetzt werden, der eine Matrix 
mit DEAE aufweist. 

30 

Als Matrix dienen dabei alle aus der Proteinreinigung be- 
kannten Materialien, z.B. Acrylamid oder Agarose oder 
Dextran oder ahnliches. Es kann aber auch ein Kationenaus- 
tauscher eingesetzt werden, der dann typischerweise 
35 Carboxymethyl-Gruppen enthalt. Zur weiteren Reinigung 
eines durch eine erf indungsgemaJ3e DNA codierten Proteins 
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konnen dann HPLC-Schritte dienen. Es kann sich urn einen 
oder mehrere Schritte handeln. Insbesondere wird die 
"Reversed- Phase"-Methode eingeset zt . Diese Schritte 
dienen zum Erhalt eines im wesentlichen homogenen 
5 rekombinanten Proteins einer erf indungsgemafien DNA- 
Sequenz. 

Neben bakteriellen Zellkulturen zur Isolierung des Genpro- 
dukts konnen auch transformierte Hefezellen eingesetzt 

10 werden. In diesem Fall kann das translatierte Protein se- 
kretiert werden, so dafi die Proteinreinigung vereinfacht 
wird. Sekretiertes rekombinantes Protein aus einer Hefe- 
wirtszelle kann durch Methoden erhalten werden, wie sie 
bei Urdal et al. (J. Chromato. 296:171 (1994)) offenbart 

15 sind. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Expression von Genprodukten mit mindestens 
einer PYD-Domane, wobei Wirtszellen mit einem 

20 Expressionsvektor, der eine erf indungsgemafte DNA-Sequenz 
enthalt, transf ormiert werden (Anspruch 17) . Dieses 
Verfahren zur Expression von Genprodukten, die auf einer 
erfindungsgemalien DNA-Sequenz beruhen, dient nicht dazu, 
das entsprechende Genprodukt zu konzentrieren und 

25 auf zureinigen, sondern vielmehr dazu, den Zellstof fwechsel 
durch das Einfuhren der erfindungsgemalien DNA-Sequenzen 
uber die Expression des dazugehorigen Genprodukts zu 
beeinf lussen. Hier ist insbesondere an die Verwendung der 
mit Hilfe von Expressionsvektoren transf ormierten 

30 Wirtszellen zum Zwecke der Ausschaltung der 
inf lammatorischen Reaktion zu denken. Durch die Verwendung 
eines sogenannten konstitutiven Promotors konnen in diesen 
Zellen gleichbleibende Konzentrationen von auf 
erfindungsgemalien Sequenzen beruhenden Proteinen 

35 exprimiert werden. Auf diese Weise wird dauerhaft die 
Auslosung der Inflammation unterbunden. 
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Die entsprechenenden Zellinien wercien dadurch gegeniiber 
einer Vielzahl von inf lammatorischen Stimulanzien 
resistent. Diese modif izierten Zellen konnen auch 
5 gegebenenfalls wieder in den Sauger- oder humanen 
Organismus ruckuberfuhrt werden. Auf diese Weise wird 
durch in vitro mit den erf indungsgemaiien 
Expressionsvektoren manipulierter Zellen und die 
anschlieliende Ubertragung (Transplantation) in den 

10 Organismus ein gentherapeutischer Einsatz der 
erf indungsgemaiien DNA-Sequenzen moglich. Dabei werden 
Expressionsvektoren mit den erf indungsgemaiien Sequenzen 
vorzugsweise in solche Zellen transf iziert, die im 
Organismus einer Fehlsteuerung der Inflammation 

15 anheimfallen (bspw. Hepatocyten bei chronischer 
Leberentziindung) . Insbesondere werden in einem solchen 
gentherapeutischen Ansatz erf indungsgemaJie Sequenzen 
eingesetzt, die das inf lammatorische Signal blockieren, 
bspw. Fragmente, die das inf lammatorische Signal nicht 

20 weitertragen und damit die Signaltransduktion 
unterbrechen. 

Mit dem vorliegenden Erf indungsgedanken geht aber auch ein 
gentherapeutisches Verfahren, das in vivo durchgefuhrt 

25 werden kann, einher. Zu diesem Zwecke werden Vektoren 
eingesetzt (z.B. Liposomen, Adenoviren, Retroviren oder 
ahnliche oder auch nackte DNA) , die die erf indungsgemaiien 
DNA-Sequenzen gezielt in die gewunschten Zielzellen des 
Organismus insertieren. Bei den Zielzellen handelt es sich 

30 typischerweise urn Zellen, deren Inf lammationsregulation 
gestort ist, insbesondere urn Zellen / die pathologisch eine 
verstarkte Disposition zur Entziindungsreaktion zeigen 
(bspw. bei chronischer Leberentziindung) . In diesem 
Zusammenhang konnen Fragmente einer erf indungsgemaiien DNA- 

35 Sequenz zum Einsatz kommen, die inhibitorische Wirkung 
entfalten, bspw. DNA-Sequenzen, die im wesentlichen nur 
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die PYD-Domane enthalten und damit nur noch eine 
Assziierungsf unktion wahrnehmen konnen, nicht aber 
weitergehend biologische Signale (zur Inflammation) 
weitergeben konnen - also keine weitere biologische 
5 Funktionalitat aufweisen. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung einer erf indungsgemafren DNA-Sequenz 
(Allele, Derivate, Fragmente) Oder eines 

10 erf indungsgemaften Genprodukts zur Behandlung von 
Erkrankungen, die auf f ehlgesteuerter intrazellularer 
Signaltransduktion beruhen (Anspruch 17). Die vorgenannte 
erf indungsgemafie Verwendung von DNA-Sequenzen schlielit 
auch die Verwendung von oben beschriebenen 

15 erf indungsgemaiien Expressionsvektoren ein, die eine 
erf indungsgemaBe Nukleotidsequenz, bspw. eine in Fig. 1 
offenbarte Nukleotidsequenz oder ein f unktionelles 
Derivat oder Allel einer solchen Sequenz (oder auch ein 
inf unktionelles Derivat einer solchen Sequenz) aufweisen, 

20 mit dem Ziel, die f ehlgeleitete intrazellulare 
Signaltransduktion zu korrigieren. Die Verwendung kann 
nach gentherapeutischen Verfahren uber Injektion von 
nackter erf indungsgemafier DNA oder dem Protein oder uber 
Genfahren, insbesondere virale oder liposomale Vektoren, 

25 erfolgen. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
daher sowohl die Verwendung derartiger erf indungsgemafler 
Expressionsvektoren sowie die erf indungsgemafie Verwendung 
von Zellen (d.h. die Verwendung zur Auslosung (oder zur 
Blockade) des Inf lammationsgeschehens) , die mit 

30 erf indungsgemaften Expressionsvektoren transfiziert sind. 



Im einzelnen lafit sich feststellen, dafi derartige 
Gentherapieansatze sich bereits als wirksam bei der 
Therapie von genetisch bedingten Erkrankung, 
35 beispielsweise bei der Bluterkrankheit , und auch bei der 
Behandlung anderer genetischer Erkrankung, wie 
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beispielsweise cystischer Fibrose, sich als wirksam 
erwiesen haben. In einer bevorzugten Ausf uhrungsform wird 
eine Nukleotidsequenz erf indungsgemafier Art, 

beispielsweise eine Nukleotidsequenz gemafi den in Figur 1 
5 enthaltenen Nukleotidsequenzen oder eine Variante 
(Derivat, Fragment (vor all em mindestens 100 Basen 
umfassen, oder Allel) dieser Sequenz in einen geeigneten 
Vektor iiberfiihrt, der die erf indungsgemafie 

Nukleinsauresequenz in die Saugetierzellen, vorzugsweise 

10 Humanzellen, einschleust. Besonders geeignete 

Transf ektionsvektoren fur diese Anwendung sind Retroviren 
und Adenoviren. Alternativ konnen auch erf indungsgemafie 
Nukleinsauresequenzen in einem molekularen Konjugat mit 
einem Virus (beispielsweise einem Adenovirus) oder mit 

15 viralen Komponenten (beispielsweise Capsidproteinen) 
komplexiert sein* Geeignete Methoden fur die Bildung 
derartiger Vektoren sind im Stand der Technik wohl 
bekannt, wobei beispielsweise auf die Offenbarung in 
"Working toward Human Genetherapy" , Kapitel 28 ( in 

20 Recombinant DNA, Second Edition, Watson GD et al, New 
York: Scientific American Books, S. 567 - 581, 1992) 
verwiesen wird. Bei einem derartigen gentherapeutischen 
Verfahren werden mit erf indungsgemaften Nukleotidsequenzen 
transf izierte Vektoren in Zellen oder Geweben 

25 vorzugsweise durch Injektion, Inhalation, orale Einnahme 
oder Aufnahme durch Schleimhaute dem betroffenen 
Patienten verabreicht. Ein derartiger Versuchsansatz wird 
im allgemeinen als in-vitro-Gentherapie bezeichnet. 
Alternativ konnen Zellen oder Gewebe, beispielsweise 

30 hamatopoietische (Stamm) zellen aus dem Knochenmark oder 
andere adulte Stammzellen (vor allem Gewebespezif ische 
Stammzellen) , dem betroffenen Patienten entnommen werden 
und nach Mafigabe der im Stand der Technik bekannten 
Verfahren in-vitro kultiviert werden. Die entsprechend 

35 ausgestalteten Vektoren mit den erf indungsgemaften 
Nukleotidsequenzen werden dann in-vitro den Zellen oder 
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Geweben zugegeben, wobei vorzugsweise die Inkorporation 
derartiger Vektoren in die Zellen durch Elektroporation 
erfolgt. Die derart modif izierten Zellen oder Gewebe 
werden schlieJilich dem betroffenen Patienten 
5 reimplantiert . Derartige gentherapeutische Verfahren 
werden als ex-vivo-Gentherapie bezeichnet. Fur beide 
gentherapeutische Ansatze, also in-vivo- oder ex-vivo- 
Verf ahren, konnen erf indungsgemafle Nukleotidsequenzen 
operativ mit einer regulatorischen DNA-Sequenz verbunden 

10 werden, wobei es sich auch um eine heterologe 
regulatorische DNA-Sequenz handeln kann, so dafi ein 
rekombinantes Konstrukt in der transf izierten Zelle 
vorliegt. Dieses Konstrukt kann dann in den Vektor 
insertiert werden und schlieJilich direkt dem betroffenen 

15 Patienten in einem in-vivo-Gentherapieansatz bzw. den 
Zellen oder Geweben des betroffenen Patienten in einem 
ex-vivo-Gentherapieansatz zugefuhrt werden . In einer 
weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm kann das genetische 
Konstrukt in die Zellen oder die Gewebe des Tieres, 

20 entweder in-vivo- oder ex-vivo in einem molekularen 
Konjugat mit einem Virus, (beispielsweise einem 
Adenovirus oder viralen Komponenten (beispielsweise 
viralen Capsid-Proteinen) zugefuhrt werden. Die oben 
beschriebenen gentherapeutischen Ansatze konnen entweder 

25 (a) zu einer homologen Rekombination zwischen der 
Nukleotidsequenz und dem inf unktionellen Gen in den 
Zellen des betroffenen Tieres oder (b) zu einer 
zufalligen Insertion des Gens an einer beliebigen Stelle 
im Wirtszellgenom oder (c) zur Inkorporation des Gens in 

30 den Zellnukleus fuhren, wobei es dann als 
extrachromosomales genetisches Element vorliegen kann. 
Die Offenbarung derartiger Verfahren und Ansatze zur 
Gentherapie konnen dem US-Patent US 5,578,4 61, der WO 
94/12650 und der WO 93/09222 entnommen werden, die 

35 Bestandteil der Offenbarung der vorliegenden Anmeldung 
sind. Die transf izierten Wirtszellen, die homolog oder 
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heterolog sein konnen, konnen mit einer semipermeable!! 
Schicht eingehiillt werden und derart in die betroffenen 
Patienten reimplantiert werden, wobei auf diese Weise ein 
Angriff des Immunsys terns des Patienten auf die 
5 reimplantierten Zellen verhindert wird (siehe WO 
93/09222) . 

Bevorzugt ist dabei die Verwendung einer 
erf indungsgemalien DNA-Sequenz oder eines 

erf indungsgemaften Genprodukts, wenn es sich bei der 
Erkrankung urn eine solche mit einer uberschiefienden 
Entziindungsreaktion handelt (Anspruch 18) . Ganz besonders 
bevorzugt ist die Verwendung einer solchen DNA-Sequenz 
oder eines solchen Genprodukts zur Behandlung (zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung) von 
Psoriasis, Arteriosklerose, bakteriellen oder viralen 
Inf ektionserkrankungen, insbesondere bakterieller oder 
viraler Meningitis oder bakterieller Pneumonie, multipler 
Sklerose, rheumatoider Arthritis, Asthma, Sarkoidose, 
glomerularer Nephritis oder Osteoarthritis (Anspruch 19) . 
Dies kann bspw. durch Fragmente erreicht werden, die die 
Signaltransduktion blockieren, bspw. um Sequenzen, die 
nur fur die PYD-Domane (oder Teile hiervon) codieren bzw. 
nur diese enthalten. 

25 Gemaft einem weiteren Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung wird eine Verbindung zur Verfiigung gestellt, 
die dadurch gekennzeichnet, daft sie die Funktion der 
erf indungsgemalien Genprodukte (Proteine) als 

intrazellulares Signalruolekul einer inf lammatorischen 

30 Signalkaskade zur Auslosung von Entzundungsreaktionen 
inhibiert . Insbesondere blockieren erf indungsgemafte 
Verbindungen die spezifische Interaktion von PYD-Domanen 
zur intrazellularen Signalweiterleitung (Anspruch 20) . 
Bevorzugt handelt es sich bei einer erf indungsgemaften 

35 chemischen Verbindung, die die erf indungsgemalie PYD- 
Funktion (bspw. bei Inflammation oder Apoptose) 



15 
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blockiert, uru ein Oligopeptid, das chemisch modifiziert 
(bspw. zur erleichterten Passage durch die Zellmembran, 
insbesondere durch endstandige (vor allem N-terminale) 
Sequenzbereiche) sein kann Oder nicht-modif iziert sein 
5 kann, Insbesondere kann es sich urn einen an der PYD- 
Assoziierung beteiligten nativen Sequenzbereich eines 
erf indungsgemaften Proteins handeln. Zu nennen waren bspw. 
sog. DN-Varianten (bspw. die AS 1 bis 94 von humanem 
Pycard oder entsprechende PYD-Domanen von NALP-Proteinen 

10 (s. Figur 1)), die bspw. auch die nachfolgend 
beschriebenen gentherapeutischen Verf ahren verabreicht 
werden konnen. Derartige DN-Varianten konnen auch 
ausschlieftlich die NAD-Domane oder einen Teil derselben 
oder eine die LRR-Domane oder eine Teil derselben oder 

15 eine CARD-Domane oder einen Teil derselben enthalten und 
auf diese Weise dominant negativ die Signalkaskade, 
insbesondere inf lammatorische Signalkaskaden blockieren . 
Weiter unten sind die medizinischen Indikationen fur Verwendung 
(Arzneimittelherstellung) derartiger DN-Varianten nativer 

20 erf indungsgemafter Sequenzen offenbart. Erf indungsgemaft werden 
somit Sequenzen einzelner Domanen (LRR r PYD, CARD, NAD) 
erfindungsgemafier Sequenzen offenbart. 

Damit kann bspw. ein erf indungsgemalie inhibitorisches 
Molekul, vorzugsweise ein Tetra- bis Dodekamer f eine dem 

25 nativen Substrat entsprechende Aniinosauresequenz 
enthalten oder aus einer nativen Substratsequenz 
bestehen f wobei das vorzugsweise Tetra- bis Dodekamer 
typischerweise auch einen Sequenzabschnitt aus einer PYD- 
Domane eines erf indungsgemalien Proteins aufweist. Ggf. 

30 kann ein derartiges Oligopeptid auch dadurch chemisch 
modifiziert sein, daft die amidartige Bindung zwischen den 
einzelnen Aminosauren durch eine gegen proteolytischen 
Abbau resistente alternative chemische Gruppe (bspw. 
Schwefel- oder Phosphorbrucken) ersetzt wird. 

35 Eine erf indungsgemalie chemische Verbindung ist 
vorzugsweise eine organisch-chemische Verbindung mit 
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einem Molekulargewicht von <5000, insbesondere <3000, vor 
allem <1500 und ist typischerweise physiologisch gut 
vertraglich (Anspruch 21). Ggf. wird sie Bestandteil 
einer Zusammensetzung mit mindestens einem weiteren 
Wirkstoff sowie vorzugsweise Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffen sein und als Arzneimittel eingesetzt werden 
konnen. Besonders bevorzugt wird das organische Molekul 
dann sein, wenn die Bindungskonstante fur die Bindung an 
ein erf indungsgemaUes Protein, insbesondere and die 
Domane PYD eines erf indungsgemafien Proteins, mindestens 
10 7 mol" 1 betragt. Die erf indungsgemafie Verbindung wird 
vorzugsweise so beschaffen sein, daft sie die Zellmembran 
passieren kann, sei es durch Diffusion oder uber 
( intra )membranose Transportproteine (Anspruch 22) . 

In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
vorliegenden Erfindung ist die erf indungsgemafie 
Verbindung ein Antikorper, vorzugsweise ein gegen die 
PYD-Domane eines erf indungsgemaiien Proteins gerichteter 
Antikorper, der ex vivo in retransplantierte Wirtszellen 
oder durch gentherapeutische in vivo Verfahren in 
Wirtszellen eingeschleust wird und dort als "intrabody" 
nicht sekretiert wird, sondern intrazellular seine 
Wirkung entfalten kann. Durch derartige erf indungsgemafle 
"Intrabodies" sind die Zellen vor einer inf lammatorischen 
Reaktion geschiltzt. Eine derartige Vorgehensweise wird 
typischerweise fur Zellen jener Gewebe in Betracht 
kommen, die beim Patienten eine pathophysiologist 
ubersteigertes inf lammatorisches Verhalten zeigen, also 
bspw. bei Hepatocyten (Leberentzundung) , Keratinozyten, 
Bindegewebszellen, Immunzellen oder Muskelzellen. 
Entsprechend sind auch derartig mit erf indungsgemaiien 
"Intrabodies" gentherapeutisch modif izierte Zellen 
Bestandteil der vorliegenden Erfindung. 

Im einzelnen eignen sich erf indungsgemalie Antikorper 
gegen erf indungsgemafie Aminosauresequenzen, insbesondere 
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erf indungsgemalie Antikorper, die gegen eine PYD-Domane 
gerichtete sind, dann besonders, wenn sie beispielsweise 
als "single-chainFv" (scFv) oder Fab-Fragmente vorliegen 
und zur Erkennung der Zielstruktur (bspw. der PYD-Domane) 
5 in verschiedene subzellulare Kompartimente geleitet 
werden konnen, urn dort die Aktivitat des Zielmolekuls 
entweder direkt oder indirekt durch Interferenz mit den 
subzellularen Transportwegen zu blockieren. 

Beispielsweise kann fur eine zielgerichtete subzellulare 

10 Positionierung des Intrabodies ein ER-Retensionssignal 
(KDEL) an den OTerminus des Antikorperf ragments mit 
einer sogenannten "Leader-Sequenz" angehangt werden, was 
zu einer Retention im Lumen den endoplasmatischem 
Retikulums ftihrt. Durch eine entsprechende mitochondriale 

15 Leader sequenz, beispielsweise der Cytochrom C- 
Oxidaseeinheit VIII, kann ein Transport in die 
Mitochondrien erreicht werden. Die cytoplasmatische 
Expression des Antikorpers wird dadurch sichergestellt , 
daft die Expression der Antikorperf ragmente ohne 

20 irgendeine Signal- oder Leader-Sequenz erfolgt. Auch ein 
Transport in den Nukleus ist moglich, indem zum Beispiel 
vom groften SV 40 T-Antigen eine nukleare 
Lokalisationssequenz gewahlt wird (PKKKRKV) , und zwar 
entweder am N- oder C-Terminus. Entsprechende technische 

25 Maftnahmen mussen eingesetzt werden, urn die Expression im 
reduzierenden Milieu des Cytoplasmas unter Ausbildung von 
Disulf id-Briicken sicherstellen zu konnen. Die 
nachfolgenden Verof f entlichungen aus dem Stand der 
Technik werden inhaltlich explizit in die vorliegende 

30 Offenbarung miteinbezogen (Marasco, 1997, Gene Therapy. 
4, 11-15; Richardson, & Marasco, 1995, Trends 
Biotechnology 13, 306 - 310; Biocca und Cattaneo 1995, 
Trends Cell Biology 5, 248 - 252; Biocca et al, 1995, 
Bio/Techn. 13, 1110-1115, Biocca et al, 1990, EMBO 

35 Journal 9, 101 - 108; Piche et al, 1998, Cancer Research 
58, 2134 - 2140; Rosso et al, 1996, Biochem. Biophys • 
Res. Communication 220, 255 bis 263) . 
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Als weitere bevorzugte erf indungsgemaiie Verbindungen 
(bspw. zur Inhibition von molekularen Mechanismen, die 
fur iiberschieliende Entziindungsereignisse ursachlich sind) 
kommen auch Sequenzen (DNA oder RNA) in Betracht, die im 
5 Zusammenhang mit anti-sense Technologien stehen. In 
diesem Fall werden antisense DNA oder RNA in Zellen 
eingeschleust (bspw. durch gentherapeutische Ansatze, 
bspw. Verwendung rekombinanter Viren, s.o.) und diese 
konnen auf diese Weise durch komplementare Bindung 

10 transkribierter mRNA (fur erf indungsgemaiie PYD-Domanen 
enthaltende Proteine) die Translation der dazu gehorigen 
polymorphen genomischen Sequenz blockieren. Eine 
derartige Vorgehensweise ist insbesondere bei Patienten 
deren Expressionsniveaux von PYD-Domanen enthaltenden 

15 Proteinen pathologisch erhoht ist, relevant. 

Weitere Verbindungen bzw. Therapieverf ahren zur 
Behandlung der offenbarten medizinischen Indikationen 
(bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels ) beruhen auf 
Ribozym-Methoden . Hierzu werden Ribozyme verwendet, die 

20 eine Ziel-mRNA schneiden konnen. Im vorliegenden Fall 
werden daher Ribozyme offenbart, die native mRNA von 
erf indungsgemalien Proteinen (bspw. NALPl oder anderen 
PYD-Domanen enthaltenden Proteinen) spalten konnen. 
Erf indungsgemaiie Ribozyme mussen dabei mit der 

25 erf indungsgemalien Ziel-mRNA interagieren konnen, bspw. 
liber Basenpaarung, und anschlieliend die mRNA spalten, um 
die Translation von bspw. NALPl oder Pycard zu 
blockieren. Die erf indungsgemalien Ribozyme werden iiber 
geeignete Vektoren in die Zielzellen geschleust 

30 (insbesondere Plasmide, modifizierte Tierviren, 
insbesondere Retroviren) , wobei die Vektoren neben ggf- 
anderen Sequenzen eine cDNA -Sequenz fiir ein 
erf indungsgemafies Ribozym aufweist. 

Eine erf indungsgemaiie chemische Verbindung mit der 
35 Funktion der Blockade der bspw. inf lammatorischen 
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Funktion von erf indungsgemaften physiologischen Proteinen 
(s. Fig. 1) kann als Arzneimittel Verwendung finden. 
Insbesondere ist eine erf indungsgemafte chemische 
Verbindung (zur Herstellung eines Arzneimittels) zur 
5 Behandlung von Erkrankungen, fiir die zumindest tw. eine 
pathologische hyperinf lammatorische Reaktion kausal oder 
symptomatisch ist, geeignet. Damit kann ein 
erf indungsgemaBer Inhibitor der zellularen Funktion eines 
erf indungsgemaften Proteins, also bspw. der 

10 inf lammatorischen Reaktion, insbesondere ein Inhibitor 
der Assoziierung von PYD-Domanen, zur 

Inf lammationsinhibition ganz besonders bei der Behandlung 
der folgenden Erkrankungen bzw. zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung der folgenden Erkrankungen 

15 eingesetzt werden: Autoimmunerkrankungen, Psoriasis, 
Arteriosklerose, bakterielle oder virale 

Inf ektionserkrankungen, insbesondere bakterielle oder 
virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, multiple 
Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma, Sarkoidose, 

20 glomerulare Nephritis oder Osteoarthritis, Morbus 
Alzheimer oder Morbus Parkinson (Anspruch 23) . 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Verfahren ("Screening-Methoden") zur Identif izierung von 
Verbindungen (organisch-chemischen Verbindungen, 

25 Biomolekiile (bspw. Oligonukleotide, Antikorper oder 
Antikorperf ragmente, Oligopeptide, Ribozyme, DN-Mutanten 
von erf indungsgemafien Proteinen) mit inhibitorischen 
Eigenschaf ten in Hinblick auf die Auslosung oder 
Weiterleitung von Signalen, die mit inf lammatorischen 

30 Reaktionen in Zusammenhang stehen, insbesondere von 
Verbindungen die die Interaktion von Proteinen der 
inf lammatorischen Signalkaskade, insbesondere von 
physiologisch miteinander reagierenden PYD-Domanen 
(gleicher oder verschiedener Proteine) blockieren (bspw. 

35 die Assoziierung des Inflammosoms blockieren, indem bspw. 
die Assoziierung von NALPl und Pycard inhibiert wird) . 
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Andere erf indungsgemafte Angrif f spunkte der Interaktion 
sind bspw. die Inhibition der Interaktion zwischen der 
CARD-Domane von Caspase-1 und der CARD-Domane von Pycard 
oder die Inhibition der Interaktion der CARD-Domane von 
5 Caspase-5 und NALP1. Schlielilich kann es auch bevorzugt 
sein, dass erf indungsgemafte Verbindungen die 
Wechselwirkung der LRR-Domane von Proteinen der NALP- 
Klasse, bspw. NALP1, mit weiter stromaufwarts liegenden 
Proteinen oder Stimuli, modulieren (blockieren oder 
10 aktivieren) . Ggf . konnen auch Verbindungen, die als 
Aktivatoren der vorgenannten Interaktionen wirken, 
bevorzugt sein. 

Erf indungsgernafie Verfahren sehen vor, daft (a) Zellen, vor 
allem Hepatocyten, insbesondere T-Lymphozyten, so 

15 modifiziert werden, daft sie eine inf lammatorische 
Reaktion zeigen, (b) diese gemafi (a) modif izierten Zellen 
in einer Zellkultur bereitgestellt werden, (c) 
Testsubstanzen zur Zellkultur zugegeben werden, (d) die 
das Ausmaft der inf lammatorischen Reaktion der Zellen in 

20 der Zellkultur bestimmt wird. Hierzu werden nach dem 
erf indungsgemaften Verfahren vorzugsweise mehrere 
parallele Versuche mit ansteigenden Konzentrationen der 
Testsubstanz angesetzt r urn im Falle einer die 
Inflammation inhibierenden Wirkung der Testsubstanz deren 

25 ID 5 o-Wert bestimmen zu konnen. 

Alternativ kann ein erf indungsgemaftes Verfahren zur 
Identif izierung der vorgenannten Verbindungen auch die 
folgenden Schritte umfassen: (a) ein in vitro Testsystem 
bereitgestellt wird, das mindestens eine erf indungsgemafte 

30 DNA-Sequenz enthalt, (b) in Form eines Hochdurchsatz- 
"Screenings" potentielle Wikstof f substanzen dem gemaft (a) 
bereitgestellten in vitro Testsystem zugefiihrt werden, 
und (c) ein physikalisches, chemisches oder biologisches 
Signal in dem Testsystem zur Identif ikation von 

35 Wirkstoff substanzen detektiert wird. Chemische 

Bibliotheken konnen durchsucht werden, und zwar sowohl 
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nach aktivierenden oder inhibierenden Substanzen, In 
diesem Zusammenhang wird auf die Offenbarung des 
Lehrbuchs von B6hm, Klebe und Kubinyi (Wirkstoff design, 
1996, Spektrum-Verlag, Heidelberg) verwiesen, auf das 
diesbezuglich vollinhaltlich Bezug genommen wird. 
Insbesondere konnen Verbindungen, die einem der 
vorgenannten erf indungsgemaBen Verfahren identif iziert 
werden, auch geeignet sein, das Expressionsniveau des 
nativer erf indungsgemafier Sequenzen, bspw. von Pycard 
oder NALP1, beeinf lussen. Der Wirkungsmechanismus kann 
auf einer Beeinf lussung bspw. der Aktivitat des nativen 
Promotors beruhen, so dass die Transkriptionsaktivitat 
moduliert wird. 



Ein erfindungsgemaftes "Screening"-Verf ahren kann auch mit 
15 Hilfe von sogenannten "Proteomics"-Techniken durchgefuhrt 
werden. Hierzu werden zur Bestimmung eines Standards 
typische Unterschiede im Expressionsmuster von Zellen mit 
inf lammatorischer Reaktion und Kontrollzellen 

experimentell erhoben. Methodisch wird fur ein derartiges 
20 Verfahren typischerweise die 2D-Gelelektrophorese 
eingesetzt. Testsubstanzen, die das Expressionsmuster 
erf indungsgemafler Substanzen verandern, konnen dann auf 
Grund der veranderten Expressionsmuster erkannt werden 
(s. auch die Offenbarung bei Rehm, H., Der 
25 Experimentator, Spektrum-Verlag, 2000) 

Uber Strukturanalysen eines erf indungsgemaften Proteins 
lassen sich gezielt aufierdem erf indungsgemaJie 
Verbindungen finden, die eine spezifische 

30 Bindungsaff initat aufweisen (Rationales Drug Design 
(Bohm, Klebe, Kubinyi, 1996, Wirkstoff design, Spektrum- 
Verlag, Heidelberg) ) . Hier wird die Struktur oder eine 
Teilstruktur, Derivat, Allel, Isoform oder ein Teil einer 
solchen von einem der erf indungsgemalien Proteine uber 

35 NMR- oder Rontgenkristallographie-Verf ahren (nach 
entsprechender Kristallisierung, z.B, nach der Methode 
des „hangenden Tropfens") ermittelt oder, sofern eine 
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solche hochaufgeloste Struktur nicht vorliegt, rnit Hilfe 
von Strukturvorhersage-Algorithmen ein Strukturmodell 
eines erf indungsgemalien Proteins, bspw. auch mit Hilfe 
von homologen bereits strukturell aufgeklarten Proteinen 
5 (z.B. von Rhodopsin; , erstellt, und diese(s) benutzt, urn 
mit Unterstutzung von Molecular Modelling Programmen 
Verbindungen, die als Agonisten Oder Antagonisten wirken 
konnen, zu identif izieren, fur die sich eine hohe 
Affinitat zum erf indungsgemalien Protein vorhersagen lafit . 

10 Ggf. lassen sich die oben bezeichneten Verfahren zur 
Strukturauf klarung auch miteinander kombinieren. 
Geeignete Kraftfelder werden zur Simulation der Affinitat 
einer potentiell affinen Verbindung an eine interessante 
Substrukur eines erf indungsgema/ien Proteins, bspw. das 

15 aktive Zentrum, eine Bindungstasche oder eine „hinge"- 
Region, eingesetzt. Diese Substanzen werden dann 
synthetisiert und in geeigneten Testverf ahren auf ihr 
Bindungsvermogen und ihre therapeutische Nutzbarkeit 
getestet. Derartige in silico Verfahren zur 

20 Identifizierung potentieller Wirkstoffe, die ihre Wirkung 
durch Bindung an erf indungsgemafie PYD-Domanen-Proteine 
entfalten, sind gleichfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erf indung. 

25 Ferner werden auch, insbesondere in-vitro Verfahren 
offenbart, die es erlauben, nativ auftretende 
Polymorphismen der erf indungsgemalien Proteine zu 
identifizieren. Fur derartige Verwendungszwecke eignen 
sich insbesondere PCR-Methoden, insbesondere auch RT-PCR- 

30 Verfahren, also die Diagnose auf der Basis von mRNA, die 
in vitro entsprechend in cDNA ubersetzt wird und dann mit 
Hilfe von herkommlichen PCR-Verf ahren vervielfaltigt 
wird. Auch entsprechende Array-Techniken, die 
erf indungsgemafie Oligonukleotide auf einem Chip 

35 positionieren, erlauben die Diagnostik mit Hilfe von 
Hybridisierungsreaktionen. Hierbei wird die 

Patientenprobe gegen einen Array mit erf indungsgemaften 
Oligonukleotiden, die die erf indungsgemalien 
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Polymorphismen einschlieBen, getestet. Positive Signale 
auf dem Array bei Oligonukleotiden, die mit 
Entzundungserkrankungen gekoppelte Polymorphismen 

aufweisen, lassen eine entsprechende Diagnose zu. 

5 SchlieBlich sind Oligopeptide Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung, die mindestens 20, starker bevorzugt 
mindestens 30 und noch starker bevorzugt mindestens 50 
Aminosauren umfassende Teilabschnitte der gemaB Figur 1 
offenbarten Proteinsequenzen, insbesondere Sequenzen mit 

10 den Nummern 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.20. Derartige 

Teilsequenzen konnen nach dem Fachmann gelaufigen 
Verfahren bspw. chemisch synthetisiert werden und konnen 
vorzugsweise als Antigene fur die Produktion von 
Antikorpern eingesetzt werden. Vorzugsweise wird es sich 

15 bei diesen Teilabschnitten von erf indungsgemaBen 
Proteinen bzw. deren Derivaten, Allelen oder Fragmenten 
offenbarten Sequenzen handeln, die im raumlichen Modell 
der Proteine solche Regionen besetzen, die zumindest 
teilweise die Proteinoberf lache ausmachen. Bevorzugte 

20 Teilsequenzen von mindestens 20 AS Lange werden zumindest 
tw. die PYD-Domane (s. Figur 7) (oder im Falle der 
Proteine der Klasse der NALP-Proteine die NAD-Domane) der 
erf indungsgemaBen Proteine umfassen, insbesondere 
bevorzugt wird ein erf indungsgemaBer Teilabschnitt 

25 mindestens 20 AS lange Peptide einer der 
erf indungsgemaBen Sequenzen gemaB Figur 7 zwischen 
Position 1 und Position 30 (gemaB Figur 7) aufweisen, 
bspw. das Peptid LENLPAEELKKFKLKLLSVPL (Position 1 bis 
21, 21 AS Lange von humanem Pycard) oder die 

30 entsprechenden aus Figur 7 entnehmbaren Sequenzen der 
weiteren erf indungsgemaBen Sequenzen, insbesondere aus 
der Klasse der NALP-Proteine . 

35 Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden 
Figuren naher erlautert: 
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Figur 1 stellt DNA-Sequenzen (einschlieBlich der 
entsprechenden Aminosauresequenzen) dar f die an der 
inflammatorischen Signalkaskade beteiligt sind. 

5 Fig. 2 zeigt eine Zusammenf assung der vorgenannten 
Sequenzen in tabellarischer Form, geordnet nach den in 
Fig. 1 bereits verwendeten Bezeichnungen, wobei etwaige 
EST-Klone, die Herkunft der Sequenz, die Lokalisierung 
auf einem Chromosom sowie eine Zusammenf assung der in den 
10 jeweiligen Sequenzen enthaltenen Domanen (z. B. die PYD- 
Domane, SPRY-Domane, CARD-Domane, NACHT-Domane, die LRR- 
Domane) angegeben sind. Unter (A) , (B) und (C) sind die 
Sequenzen humanen Ursprungs zusammengef aJit , (D) enthalt 
dagegen murine Sequenzen. 

15 

Fig. 3 zeigt das generalisierte "PYD"-Suchprof il, das 
eingesetzt wurde, urn weitere PYD-Proteine in bspw. EST- 
Datenbanken aufzufinden. Hierbei wird auf die 
Verof fentlichung von Bucher et al. (1996, Computer Chem. , 

20 20, 3-24) und auf die entsprechenden Erlauterungen in der 
of f engelegten deutschen Patentanmeldung DE 197 13 393.2- 
41 verwiesen, die beide insoweit Bestandteil der 
vorliegenden Anmeldung sind. Hierdurch wurden zwei 
weitere PYD-enthaltende Proteine identif iziert , namlich 

25 NALP1 und NALP2 (die Bezeichnung NALP setzt sich aus den 
einzelnen in beiden Proteinen auftretenden 

charakteristischen Domanen zusammen: Domane NACHT, LRR 
und PYD) . Beide Proteine spielen eine entscheidende Rolle 
als Signaltransduktionsproteine fur inf lammatorische 

30 Signale. Des weiteren kommt auch deren Funktion und damit 
Verwendung im Zusammenhang mit der apoptotisches 
Signalproteintransduktion in Betracht. 

Im Ergebnis zeigt Fig. 4, daJi Pycard mit Hilfe seiner 
35 PYD-Domane homodimerisiert und mit der PYD-Domane von 
NALP1 interagiert. In der mittleren Darstellung wurden 
Zellextrakte, lysiert 24 Stunden nach der Transf ektion, 
herangezogen und die anti-Flag-Immunoprazipitate auf die 
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Anwesenheit von VSV-Pycard untersucht. In der unteren 
Darstellung wurden die verschiedenen Flag-markierten 
Konstrukte (namlich Pycard-PYD (also PYD von Pycard) ) , 
RAIDD, Apafl-CARD (CARD von Apafl, NALP1-PYD (PYD von 
5 NALP1), NALPl-CARD (CARD von NALP1) und ein Scheinvektor , 
in Hinblick auf ihre jeweilige Anwesenheit im 
Immunoprazipitat durch anti-Flag-Antikorper untersucht . 

Fig. 5 zeigt im Teil A eine Ausrichtung von PYD-Domanen 
10 aus verschiedenen Proteinen ("alignment" vom N-Terminus 
zum C-Terminus) . Die jeweiligen Sequenzpositionen mit 
einer mindestens 50%igen Identitat bzw. mit zumindest 
ahnlichen Aminosauren sind schwarz bzw. mit grauem 
Hintergrund unterlegt. Die Abkiirzungen stehen fur HS: 
15 homo sapiens und DR: Danio rerio (Zebrafisch) . Die 
jeweiligen Zugangsnummern bei der Datenbank "Gen Bank" 
(EMBL) sind die folgenden: AF310103 fur humanes Pycard, 
AF310104 fur murines Pycard, 015553 fur Pyrin, AF310105 
fur NALP1, AF310106 fur NALP2, AAF66964 fur das Protein 
20 CASPY vom Zebrafisch, AAF66956 fur das Protein Pycard vom 
Zebrafisch. 

Fig. 5B stellt in schematischer Weise die Doman-Struktur 
von Proteinen mit einer PYD-Domane (Pyrin-Domane) dar. 
25 Die Namensgebung fur die einzelnen Homologiedomanen ist 
zu entnehmen der Figurenlegende in Anlage A12 unter Fig. 
5. 

Fig. 5C stellt die Aminosauresequenz von NALPl dar. Die 
30 verschiedenen Schattierungen entsprechen den fur Fig. 5B 
gewahlten domanenspezif ischen Schattierungen: 

dunkelgrauer Hintergrund: PYD-Domane, eingerahmter heller 
Hintergrund NACHT-Domane, hellgrauer Hintergrund: LRR- 
Domane und dunkler Hintergrund: CARD-Domane. 

35 

Fig. 6 stellt eine Ausrichtung ("alignment") von 
reprasentativen Pyrin-Domanen ( PYD-Domane) 

Todesef f ektordomane (DED) und Caspase-Rekrutierungsdoman 
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(CARD) und Todesdomane (DD) dar. Die Ahnlichkeit der 
verschiedenen Domanen wird durch korrespondierende 
Aminosauren, die schattiert dargestellt sind, deutlich. 
Auch auf dem Niveau der Sekundarstruktur gibt es 
5 erhebliche Ahnlichkeiten, wie durch die Sekundarstruktur- 
Vorhersage (hier fur jeweils 6 a-Helices) deutlich wird. 

Fig. 7 stellt eine Ausrichtung (vom N- zum C-Terminus, 
"alignment") von Aminosauresequenzen der PYD-Domanen der 

10 folgenden Proteine dar: Pyrin, vom Menschen (hs), von der 
Maus (mm) und rn, Pycard vom Menschen und von der Maus 
menschliches Pyc, menschliches NALP1, menschliches NALP2, 
menschliches NALP3, menschliches NALP4, menschliches 
NALP5, menschliches NALP6, menschliches NALP7, 

15 menschliches NALP8, menschliches NALP9, menschliches 
NALP10, menschliches NALP11, murines NALP12 , menschliches 
NALP13, murines NALP14, menschliches NALP15, menschliches 
PY10, murines PY16, CASPY1 vom Zebrafisch, CASPY2 vom 
Zebrafisch, Pycard vom Zebrafisch. In der letzten Zeile 

20 ist eine Hervorhebung der in einer Consensus-Sequenz 
auftretenden Sequenzposition markiert. 

Fig. 8 stellt einen Stammbaum der identif izierten PYD- 
Domanen enthaltenden Proteine dar, wobei die Nahe des 
25 Verwandschaftsgrades in diesem Stammbaum berucksichtigt 
ist. Damit zeigt der Stammbaum die vermeintliche 
Divergenz von durch genomischen evolutionar bedingten 
Duplizierungen erhaltenen Stammbaums. 

30 Figur 9 zeigt, daft Pycard und NALP1 assoziieren und 
proinf lammotorische Caspasen aktivieren konnen. Figur 9a 
stellt hierbei in schematisierter Form die 
Domanenstruktur von Apaf-1, NODI, erf indungsgemaftem NALPl 
und erf indungsgemaftem Pycard (Asc) dar. Die beiden aus 

35 dem Stand der Technik bekannten Proteine Apaf-1 und NODI 
weisen eine strukturelle Verwandtschaf t mit den 
erf indungsgemaften Proteinen auf. Hierbei sind die 
einzelnen Domanen mit Ihren Kurzbezeichnungen in Figur 9a 
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eingezeichnet, namlich die Domanen CARD, PYD (Pyrin- 
Domane) , LRR ( "Leucin-Rich"-Repeats) , NBS (Nukleotid- 
Bindungsdomane) , WD-Domanen und eine in alien 
erf indungsgemafien Proteinen der NALP-Klasse auftretende 
und hochkonservierte Domane NAD (NALP-assozierte Domane) • 
Die erfindungsgemafien Proteine NALP1 und Pycard weisen 
daruber hinaus jeweils die charakteristische PYD-Domane 
auf, uber die die beiden Proteine erf indungsgemafi 
interagieren konnen. 

Figur 9b stellt dar, dali die erf indungsgemafien Proteine 
NALPl und Pycard nicht an der Aktivierung von NF-kB 
beteiligt sind. Hierzu wurden 293T-Zellen mit 
Plasmidkonstrukten von NODI, RIP2, NALP1 , NALPl-Nter, 
NALPl-Cter und Pycard sowie mit einem "Mock"-Vektor und 
mit NF-KB-Luzif erase-Reporter-Plasmiden transf iziert und 
die relative NF-KB-Transkriptionsaktivitat 24 Stunden 
nach Transf ektion ermittelt. Es ist ohne weiteres 
erkennbar, -daft ausschlieMich die beiden Proteine NODI 
und RIP2 an der Induktion der NF-KB-Aktivierung beteiligt 
sind, wahrend die erf indungsgemafien Proteine NALP1 (bzw. 
Fragmente von NALP1) und Pycard eine Trans kriptions- 
Aktivitat auf dem Niveau des Mock-Vektors aufweisen, also 
NF-kB nicht aktivieren. 

Figur 9c stellt in der linken Auftragung Blots von 
uberexprimiertem NALP1 Cter (AS 1030 bis 1430, die die 
NAD und CARD-Domane enthalten) dar, wodurch eine Caspase- 
5 Prozessierung induziert wird. Hierzu wurden 293T-Zellen 
mit 0,5 \xg eines Caspase-5-Plasmids und der indizierten 
Menge an NALPl-Cter-, Pycard- oder FADD- 

Expressionsplasmiden transf iziert . Im dargestellten 
Western-Blot wurde Caspase-5 mit anti-Caspase-5- 
Antikorper bzw. NALPl mit anti-Flag-Antikdrper 
detektiert. Bei einer Menge von 3 \iq NALPl-Cter- 
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Expressionsplasmid war ein Expressionssignal der 
Procaspase ira Zellextrakt bei Verwendung von anti- 
Caspase-5-Antikorpern kaum noch erkennbar, d.h. Caspase-5 
war weitestgehend prozessiert worden. In der mittleren 
Auftragung von Figur 9c ist erkennbar, daft NALPl mit 
Caspase-5 interagiert. Hierzu wurde Caspase-5 (2 \ig) mit 
2 jag der indizierten Flag-markierten 

Expressionskonstrukte koexprimiert . 24 Stunden nach der 
Transfektion wurden die anti-Flag (M2) -Immunoprazipitate 
(IP) im Hinblick auf die Anwesenheit von Caspase-5 
analysiert, und die Zellextrakte (xt) wurden mit den 
angegebenen Antikorpern immunogeblottet . Wahrend im 
Zellextrakt (unterer Abschnitt der mittleren Figur) bei 
Koexpression mit NALPl-Cter kein Caspase-5-Signal nach 
Einsatz von anti-Caspase-5-Antikorpern erkennbar war, 
geben die ubrigen Versuchsansatze Banden fur Caspase-5. 
In alien Versuchsansat zen (bis auf den Mock-Vektor) sind 
die entsprechenden Flag-markierten Konstrukte durch anti- 
Flag-Antikorper nachweisbar. Im Immuniprazipitat ist 
Caspase-5 bzw. p35 nachweisbar. p35 ist ein Caspase-5 
Spaltprodukt, das die CARD-Domane und die p20 Caspase- 
Untereinheit enthalt. Das * in Figur 9c (mittlere 
Darstellung, oben) zeigt die Position der IgG schwere 
Kette an. In der rechten Auftragung von Figur 9c sind die 
Interaktion der verschiedenen CARD-Caspasen mit NALPl- 
Cter und dem Protein Raidd dargestellt. Die beiden 
vorgenannten Proteine wurden Flag-markiert und mit 
polyklonalem anti-Flag-Antikorper immuniprazipitiert . Die 
Caspasen wurden durch ihre HA (Hemagglutinin) -Markierung 
detektiert. Eine Bande war fur Caspase-5 bei Zugabe von 
erfindungsgemafiem NALPl-Cter deutlich erkennbar, schwache 
Signale auch fur Caspase-2 und Caspase-4, d.h. die C- 
terminale CARD-Domane von NALPl interagierte am starksten 
mit Caspase-5. Mit Caspase-9 konnte keine Interaktion 
beobachtet werden . 
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Figur 9d enthalt in der linken Darstellung die Ergebnisse 
von Versuchen, die zeigen, dafi die Uberexpression von 
erf indungsgemaften Pycard die Spaltung von Caspase-1 
induziert. Hierzu wurde analog zu Figur 9c (dort fur 
5 erf indungsgemafles NALPl-Cter) das Zellextrakt untersucht. 
Hierbei zeigte sich, dafi bei erhohten Pycard- 
Konzentrationen, wie im mittleren Abschnitt von Figur 9d 
(linke Auftragung) durch anti-Pycard-Antikorper gezeigt, 
eine deutliche Reduktion der Caspase-l-Konzentration im 

10 Zellextrakt nachweisbar war, verglichen mit den ubrigen 
Banden, beispielsweise bei NALPl-Cter Zugabe oder FADD 
Zugabe. In der rechten Darstellung von Figur 9d wird 
gezeigt, daft Pycard gemeinsam mit Caspase-1 
koimmunoprazipitiert . Der verwendete Antikorper ist gegen 

15 den N-terminalen Abschnitt (CARD) von Caspase-1 
gerichtet. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die 
CARD-Domane von Pycard stark mit der Caspase-1 
interagiert und deren Aktivierung anstoftt. 

Erf indungsgemafies Pycard verbindet also als Adapter NALPl 

20 und Caspase-1. 

Figur 10 gibt die Ergebnisse von Experimenten wieder, die 
zeigen, daft die kombinierte Expression von Caspase-1 und 
Caspase-5 eine optimale Spaltung von pro-ILlp induziert. 

25 Hierbei wurden, wie in Figur 10a dargestellt, 293T-Zellen 
mit gleichen Mengen von aktivierten Caspase-1 und 
Caspase-5 Expressionskonstrukten gemeinsam mit entweder 
leeren Vektoren oder Expressionskonstrukten von NALPl- 
Cter und Pycard kotransf iziert . Die Caspase-induzierte 

30 Spaltung von pro-ILP nach Aspartat 116 wurde unter 
Einsatz von Antikorpern, die spezifisch das pl7 
Spaltprodukt (IL-ip*) von pro-ILlR binden konnen, 
detektiert. Die Zellextrakte wurden dann immunogeblottet , 
urn die Expressionsniveaus der transf izierten Proteine 

35 bestimmen zu konnen. Hierbei zeigt sich im ^Western Blot M 
von Figur 10a, daft bei einer Kombination von Pycard, 
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NALPl-Cter, Caspase-1 und Caspase-5 mit Hilfe von anti- 
ILip*~Antik6rpern IL-ip* detektiert werden kann (s. Figur 
10a oben) . Die beiden Bildausschnitte im unteren Teil von 
Figur 10a geben die Kontrollexperimente mit Anti-Flag 
5 bzw. Anti-Pycard-Antikorpern wieder. Diese Ergebnisse 
entsprechen der Verteilung der entsprechenden 
Zielproteine in den vier Versuchsansatzen. Das Caspase-5- 
Spaltprodukt p35 ist mit anti-Caspase-5-Antikorper 
deutlich sichtbar nur in der rechten Spur der Auftragung 
10 in Figur 10a nachweisbar. 

Figur 10b entspricht Figur 10a abgesehen davon, dafi 
gleiche Mengen der Aktivatoren NALPl-Cter und Pycard mit 
pro-ILlp kotransf iziert wurden und dafi die Caspasen 
15 jeweils eigenstandig exprimiert oder coexprimiert (rechte 
Spur) wurden. Das Spaltprodukt ILip* ist nur im Western 
Blot in der rechten Spur, also nach Coexpression, mit den 
entsprechenden Antikorpern nachweisbar. 

20 Figur 11 stellt die parallele Aktivierung von Caspase- 
lund Caspase-5 wahrend der pro-ILip Prozessierung in 
THP.l Zellen, also unter physiologischen Bedingungen, 
dar. Hierbei wurde zunachst gemaB Figur 11a die 
Expression von NALP1, Pycard und Caspase-1 in 

25 verschiedenen Zelllinien durch Western-Blot -Analyse 
untersucht (293T-Zellen, Jurkat-Zellen, EL4-Zellen, A20 f 
Raji-, Ramos-, BJAB-, THP-1-, U937-, K562-, Raw- f HeLa- 
Zellen) . Hierzu wurden die Zellektrakte (30 ^ig) mit 
polyklonalen Antikorpern gegen NALP1 sowie Pycard und 

30 monoklonalen Antikorpern gegen Caspase-1 versetzt. Die 
vorgenannten Zellinien sind " alle humanen Ursprungs, 
abgesehen von den Lymphozyten-Zellinien A20 und EL4, die 
von Mausen stammen. Das * bezieht sich auf ein Protein, 
das mit dem anti-Pycard-Antikorper kreuzreagiert und das 

35 wahrscheinlich einer kurzeren, alternative Spleiftversion 
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von Pycard entspricht. In der rechten Auftragung von 
Figur 11a wurde eine Spezif itatskontrolle der in dieser 
Untersuchung verwendeten Antikorper durchgef uhrt . Hierzu 
wurden 293T-Zellen mit NALP1 und Pycard oder einem Mock- 
5 Expressionskonstrukt transf iziert, und die Zellysate 
wurden mit dem entsprechenden Antikorper versetzt. 
Insgesamt zeigte sich bei den in Figur 11a dargestellten 
Versuchen, daB THP-l-Zellen eine starke Expression sowohl 
von NALPl, von Pycard als auch von Caspase-1 besitzen. 
10 Sie eignen sich daher besonders als Untersuchungsobjekt 
fur die Interaktion von NALPl, Pycard und Caspase-1. Die 
Spezifitat der Antikorper ist, wie aus der rechten 
Auftragung in Figur 11a hervorgeht, ausgezeichnet . 

15 In Figur lib wurde die Expression von ILlp und Caspase-5 
vor und nach Stimulierung mit LPS (1 jig/ml, lh, 
Bedingungen wie im folgenden fur Figur 11c beschrieben, 
dargestellt) . Nach Stimulierung mit LPS ist hierbei im 
Zellextrakt mit den entsprechenden Antikorpern sowohl 

20 Caspase-5 als auch pro-ILl-p nachweisbar. THPl-Zellen 
exprimieren Caspase-5 jedoch auch ohne LPS-Aktivierung. 

Figur 11c gibt die Ergebnisse von Versuchen wieder, die 
sich ergeben, wenn Zellysate von mit LPS prastimulierten 

25 THP.l-Zellen bei 30°C fur die in Figur 11c oben 
dargestellten Zeitraume inkubiert wurden. Caspase-1- 
Aktivierung ist namlich spontan zu beobachten, wenn 
cytoplasmatische Zellextrakte auf 30 °C erwarmt werden. Es 
wurde die Aktivierung von Caspase-1, Caspase-5, Caspase-9 

30 und pro-ILip, gefolgt vom Western Blotting in Gegenwart 
oder Abwesenheit von Caspase-Inhibitoren zVADfmk (50 ^iM) , 
YVADfmk (5 \OA) und Proteasom-Inhibitor LLnL (50 jiM) 
zeitabhangig ermittelt. Cytochrom C (1 ng) wurde zur 
Aktivierung von Apaf-1 und Caspase-9 hinzugegeben. Die 

35 monoklonalen Antikorper, die eingesetzt wurden, urn 
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Caspase-5 und Caspase-9 zu detektieren, erkennen jeweils 
die p20-Untereinheit . In den vier Bildabschnitten der 
Figur 11c sind die jeweiligen Banden, die durch 
Markierung mit anti-Caspase-l-Antikorper , anti-Caspase-5- 
5 Antikorper, anti-Caspase-9-Antikorper und anti-ILip- 
Antikorper erhalten werden, dargestellt. Hierbei ergab 
sich, dass Caspase-9 nur prozessiert wurde, wenn 
Cytochrom C dem Zellextrakt hinzugegeben wurde. Die 
Caspase-1 und Caspase-5 hingegen zeigen ahnliche 

10 Kinetiken, weswegen beide auf einem Caspase-9- 
unabhangigen Signaltransduktionsweg aktiviert werden. Die 
Caspasen-1 und -5 werden jeweils zeitabhangig nach 
Aktivierung in ihre Spaltprodukte zerlegt (p20, p35, 
Nter) . Gleichzeitig mit der Aktivierung der Caspasen-1 

15 und -5 (Auftreten der Spaltprodukte) kann das pl7- 
Fragment (aktives Spaltprodukt von proIL-lfi) detektiert 
werden. Bei Zugabe der beiden Caspase-l-Inhibitoren 
zVADfmk und YVADfmk wurde die proIL-lli-Aktivierung 
blockiert . 

20 

Schliefilich sind in Figur lid die Caspase-1, Caspase-5 
und pro-ILip-Aktivierung nach Stimulierung von THP1- 
Zellen durch LPS (10 jig/ml) (anstelle der Erhohung der 
Inkubationstemperatur, wie in Fig. 11c) wiedergegeben . 

25 Die THPl-Zellen wurden mit PMA vor der LPS~Zugabe 
prastimuliert . Die Aktivierung von pro-ILip, Caspase-1 
und Caspase-5 wurde sowohl in den Zellextrakten (xt) als 
auch in den Uberstanden (SN) gemessen. Die oberen drei 
Bildausschnitte stellen dabei die Messung in den 

30 Uberstanden (SN) dar, die unteren vier Bildausschnitte 
Messungen der Anwesenheit in Zellextrakten. Die einzelnen 
Spuren entsprechen unterschiedlichen 

Stimulationszeitraumen (mit oder ohne Zugabe von Caspase- 
Inhibitor zVAD) . Die jeweils zur Detektion eingesetzten 

35 Antikorper sind links von den Bildausschnitten 
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verzeichnet, die entsprechenden Bandenpositionen sind 
rechts durch entsprechende Pfeile namentlich indiziert. 
PARP (unterster Bildausschnitt ) ist ein Spaltprodukt , das 
der Caspase-3-Aktivierung erkennen laftt. Die Spaltung von 
5 pro-ILip wurde durch einen Antikorper, der spezifisch die 
gespaltene Form von pro-ILip, also ILlp*, erkennt, 
detektiert (anti-ILip*) . Wahrend in den Zellextrakten 
keine aktiven Formen von Caspase-1 oder Caspase-5 
auftreten, sind diese ebenso wie die aktive Form p!7 

10 (aktives Spaltprodukt von proIL-lfi) in den Uberstanden 
nachweisbar. D.h. aktive Formen von Caspase-1 und 
Caspase-5 werden aus den Zellen gemeinsam mit pl7 in den 
Uberstand sezerniert. Eine Spaltung (Aktivierung) von 
PARP als proapoptotisches Signal (unterster 

15 Bildausschnitt) findet dagegen erwartungsgemaft nicht 
statt . 

Urn zu uberpriifen, ob NALP1, Caspase-1 , Caspase-5 und 
Pycard tatsachlich zur Aktivierung von proIL-lB 

20 zusammenwirken, wurden nicht-aktivierte Zellextrakte von 
THPl-Zellen mit Gelf iltrationsmethoden untersucht. Figur 
12 stellt Ergebnisse dar, die zeigen, dass die Bildung 
eines Komplexes stattfindet, der NALPl , Pycard, Caspase-1 
und Caspase-5 enthalt, das sogenannte Inf lammosom. 

25 Hierbei beruhen die in Figur 12a dargestellten Ergebnisse 
auf folgenden Versuchsansatzen: THPl-Zellysate wurden fur 
die Dauer von 60 min bei 30 °C inkubiert; diese 
Bedingungen fuhrten zu spontaner Aktivierung von pro-ILip 
(s. Figur lib). Hierzu wurden Zellextrakte 

30 grolienf raktioniert auf Superdex S-200 Saulen. Das 
Elutionsmuster von NALPl, Pycard und Capase-1 in den 
Zellextrakten vor und nach der Aktivierung, d.h* nicht 
stimuliert und stimuliert, ist dargestellt. Die weiJien 
Pfeile geben die Elutionspositionen der Proteine, die zu 

35 einem Komplex von hoherem Moleklargewicht hin verschoben 
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sind an (Inf lammosom-Fraktionen 19 und 20) . In der 
Kopfzeile von Figur 12a ist der Standard wiedergegeben 
(in kDa), also die Positionierung entsprechend grofier 
Proteine in den einzelnen Fraktionen. Die verschiedenen 
5 Bildausschnitte geben die Elutionsprof ile fur NALPl, 
Pycard, Caspase-1 und FADD (letzteres zu 

Vergleichszwecken) wieder. Figur 12a zeigt, dass NALPl 
(mit einem theoretischen Molekulargewicht von 156kDa) 
bereits ohne Stimulierung als Multiproteinkomplex 

10 vorliegt (ca. 700 kDa) . Nach Auslosung der Caspase-1- 
Aktivierung kann eine deutliche Verschiebung des NALPl - 
Komplexes zu einem hoheren Molekulargewicht (ca. 700 kDa) 
beobachtet werden. Auch Pycard und Caspase-1, die im 
nicht-stimulierten Zustand erwartungsgemafr bei ca. 30 kDa 

15 bzw. 60 kDa eluieren, werden nach Stimulation zumindest 
tw. auch in der 700 kDa-Fraktion, enthaltend NALPl, 
beobachtet. NALPl, Pycard und die beiden Caspasen 
Caspase-1 und Caspase-5 bilden das Inf lammosom. 

20 Figur 12b zeigt, daft NALPl, Pycard, Caspase-1 und 
Caspase-5 einen Komplex bilden, und zwar zeitabhangig . 
Hierbei wurden Extrakte von THPl-Zellen fur verschiedene 
Zeitraume, wie in der Kopfzeile von Figur 12b 
wiedergegeben, stimuliert, indem bei 30°C inkubiert 

25 wurde. Die Immunoprazipitation erfolgte durch anti- 
Pycard-Antikorper (linke Auftragung) oder anti-NALPl- 
Antikorper (rechte Auftragung) . Es wurde dann mit Hilfe 
der in Figur 12b jeweils dargestellten Antikorper im 
Western Blot die Anwesenheit von Caspase-1, Caspase-5 

30 bzw. NALPl untersucht. Wiederum sind rechts von den 
dargestellten Bildausschnitten die Positionen der dort zu 
erwartenden Proteine oder Proteinf ragmente dargestellt 
(s.o.). Im Ergebnis coimmunoprazipitiert Caspase-1 
entweder mit Pycard oder mit NALPl in THPl-Zellextrakten 

35 in aktivierungsabhangiger Weise. Im Unterschied zum 
Zellextrakt lag im Immunoprazipitat im wesentlichen die 
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prozessierte (aktivierte) Form von Caspase-1 vor. Die 
Caspase-l-Bindung ist transient, da 2h nach der 
Stimulierung deutlich weniger Caspase-1 im Inflammosom 
nachweisbar war. Neben Caspase-1 immunoprazipitieren 
5 anti-Pycard-Antikorper auch die Caspase-5 und NALPl 
abhangig von der Stimulation. 

Figur 13 gibt Ergebnisse wieder, die zeigen, dafi Pycard 
(und NALPl ) fur die Caspase-1- und Caspase-5-Aktivierung 

10 in THPl-Zellen unerlaMich ist. Hierzu wurden gemaB Figur 
13a THPl-Zellysate bei 30°C fur verschiedene Zeitraume 
und in Anwesenheit oder Abwesenheit von gegen 
beispielsweise Pycard oder NALPl gerichteten Antikorpern 
und weiteren Kontroll-Antikorpern (MLTparacaspase, 

15 TRAMP/DR3, RIP2) stimuliert. Die Aktivierung von Caspase- 
1 wurde dann, wie in Figur lib, beschrieben 
weiterverfolgt . In den beiden Bildabschnitten der Figur 
13a ist oben ein Western Blot mit anti-Caspase-1- 
Antikorpern und unten ein Western Blot mit anti-Caspase- 

20 5-Antikorpern zu sehen. Im Ergebnis zeigte sich, dass die 
Zugabe von anti-Pycard-Antikorpern zu Zellextrakten die 
Caspase-l-Aktivierung sofort herunterreguliert , die 
anderen zur Kontrolle eingesetzten Antikorper hingegen 
keinen Effekt bewirken. Anti-Pycard- oder anti-NALPl- 

25 Antikorper bewirkten eine Inhibierung der Caspase-5- 
Aktivierung. 

Figur 13b gibt die Dosisabhangigkeit der durch anti- 
Pycard-Antikorper erzielten Inhibition der Caspase-5 
30 Aktivierung wieder. Diese Antikorper in entsprechenden 
Konzentrationen fuhren dazu, dali das p20-Spaltprodukt von 
Caspase-5 nicht mehr im Western Blot mit entsprechenden 
Antikorpern detektierbar ist. Der inhibitorische Effekt 
von anti-Pycard-Antikorpern war also dosisabhangig. 

35 
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Die Ergebnisse in Figur 13c bestatigen, dafi anti-Pycard- 
Antikorper nicht mit der Cytochrom c-vermittelten 
Caspase-9-Aktivierung inter feriert (die experimentellen 
Bedingungen sind im Zusammenhang mit Figur 11 
5 beschrieben) . Das Caspase-9-Spaltprodukt p20 ist mit 
anti-Caspase-9-Antikorpern namlich weiterhin 

detektierbar, es findet also keine Inhibition statt. 

Figur 13d stellt die Ergebnisse von Versuchen dar, bei 

10 denen THPl-Zellextrakte mit Protein G-adsorbierten, gegen 
Pycard oder NALPl oder als Kontrolle Ig gerichteten 
Antikorpern inkubiert wurden. Nach der Entfernung der 
entsprechenden Kiigelchen wurde der Immunniederschlag von 
Pycard und NALPl durch Western-Blot-Analyse untersucht. 

15 Die Caspase-l-Aktivierung wurde dann durch eine 
Temperaturerhohung von 0° auf 30 °C hervorgeruf en. Hierbei 
wird Caspase-9 nur aktiviert ( also p20 vorhanden) , wenn 
Cytochrom C den Proben hinzugegeben wird, Wenn Pycard 
durch Zugabe von entsprechenden Antikorpern aus dem 

20 Zellextrakt durch Fallung vor der Stimulierung entfernt 
wird, wurde die Caspase-l-Aktivierung vollstandig 
blockiert. Trotz unvollstandiger Fallung von NALPl mit 
Hilfe entsprechender Antikorper wurde dennoch eine 
signifikante Reduktion der Caspase-l-Aktivierung 

25 beobachtet. 

Figur 14 gibt die Inhibierung der pro-ILip Prozessierung 
durch dominant negative Varianten von Pycard (DN) wieder. 
GemaB Figur 14a wurden THPl-Zellen durch Verwendung eines 

30 retroviralen Vektors, der die Flag-mar kierte Pyrin-Domane 
(Aminosauren 1 bis 94, ohne CARD-Domane) von Pycard und 
ein Resistenz-Gen gegen Puromycin kodiert, infiziert. 
Dieses Konstrukt ohne CARD-Domane bindet an NALPl, aber 
nicht an Caspase-1, ist also eine erf indungsgemafle 

35 Verbindung zur Blockade der NALPl/Pycard-induzierten 
Caspase-l-Aktivierung. Nach Selektion mit Puromycin 
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wurden stabil transf izierte Zellpopulationen im Hinblick 
auf ihre Expression von Flag-markierten Proteinen durch 
Western-Blot-Analyse untersucht (gemaJi Figur 14a sind 
zwei verschiedene Populationen dargestellt) . GemaB Figur 
5 14a erhaltene stabil transf izierte Zellen, die DN-Pycard 
exprimieren, wurden mit LPS (10 |ig/ml) fur die 
angegebenen Zeitabschnitte behandelt, und die 
Prozessierung von Caspase-1, Caspase-5 und pro-ILlp in 
den entsprechenden Zelluberstanden (SN) , wie in Figur lid 
10 beschrieben, bestimmt. In den linken Spuren wurde DN- 
Pycard hinzugegeben, in den rechten Spuren ein Mock- 
Vektor als Kontrolle. 

In dem oberen Bildausschnitt von Figur 14b ist deutlich 
15 erkennbar, dafi prozessiertes ILlp* in den angegebenen 
Stimulationszeitraumen nur dann auftritt, wenn 
entsprechende Mock-Konstrukte eingesetzt wurden, dagegen 
konnten nur ganz schwache Signale bei Anwesenheit von DN- 
Pycard beobachtet werden. Auch im Hinblick auf Caspase-1 
20 und Caspase-5 sind die prozessierten Formen im Falle 
einer Zugabe von DN-Pycard nur in geringen Mengen 
nachweisbar, es findet also keine Aktivierung (Sekretion) 
der Caspasen-1 und -5 statt, Dagegen hatte die expression 
von DN-Pycard keine Wirkung auf die LPS-induzierte NF-kB- 
25 Aktivierung oder die pro-ILlB-Synthese. 

Die beigefugten Anlagenblatter Al bis A9 ist Bestandteil 
der vorliegenden Offenbarung. 

30 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden 
Ausf uhrungsbeispiele naher charakterisiert : 

35 Ausf uhrungsbeispiele 
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1 . Ausfuhrungsbeispiel 

Urn zu uberpriifen, ob die PYD-Domanen - wie auch die 
Domanen DD, DED, CARD - die Eigenschaft haben, nur mit 
Mitgliedern innerhalb der eigenen Familie von "6-Helix- 
Biindel-Proteinen" zu interagieren, wurden 

Expressionsvektoren fur PYD-Proteine hergestellt und mit 
Coimmunoprazipitations-Experimenten ihre Eignung zur 
Interaktion mit anderen Proteinen uberpruft. Hierzu 
wurden Pycard-Konstrukte durch PCR-Techniken aus den 
folgenden IMAGE-EST-Klonen amplif iziert : AA528254 ( 965955) 
und AI148558 (1714818) . Pycard wurde mit den folgenden 
Primern amplif iziert : JT1509 5 1 -ATGGGGCGCGCGCGCGAC-3 1 und 
JT1512 S'-TCAGCTCCGCTCCAGG-S 1 . Die PYD-Domane von Pycard 
wurde mit JT1509 und JT1510 5 ' CGACTGAGGAGGGGCC-3 1 
amplif iziert . 

NALPl-Konstrukte wurden mit PCR-Methoden amplif iziert , 
indem die KIAA0926-EST-Klone aus dem Kazusa-DNA-Research 
Institut als "Template" verwendet wurden, NALP1-PYD wurde 
mit JT14 97 5 1 -ATGGCTGGCGGAGCCTGGGGCCGCCTGGCCTGTTACTTG-3 1 
und JT1525 5 1 -GATCCAGGGCATTAGCAC-3 1 amplif iziert . NALP1- 
CARD wurde mit JT1500 5 1 -GTTGATACTTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAG- 
3 1 und JT1527 5 1 -GATGAGACTCTGGTGTGG-3 1 amplif iziert . 

Die amplifizierten Fragmente wurden in PCR-Zero-Blunt 
(von Invitrogen) ligiert und in der EcoRl-Schnittstelle 
von VSV Oder Flag, die die PCR-3 (von Invitrogen) 
abgeleiteten Vektoren enthalten, subkloniert f wie bei 
Thome et al. (1999 , J- Biol. Chem. , 274, 9962-8) 
beschrieben. Die anderen eingesetzten Konstrukte wurden 
bereits vorher bei Thome et al. (1999 J. Biol. Chem., 
274, 9962-8) beschrieben und sind in Hinblick auf die 
Darstellung der experimentellen Ausfiihrung Bestandteil 
der vorliegenden Offenbarung. Die Verof f entlichung von 
Burns et al. (1998, J. Biol. Chem., 273, 12203-12209) 
beschreibt die Durchfuhrung der Immunoprazipitation . Sie 
ist gleichfalls Bestandteil der vorliegenden Offenbarung 
und lafit sich zusammengef aBt so darstellen: 
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293T-Zellen, die in DMEM-Medium kultiviert wurden, das 
mit 10%igen fotalem Kalberserum Glutamin erganzt wurde, 
wurden mit einer Dichte von l-3xl0 6 Zellen pro 10 cm- 
5 Platte angesetzt und mit 3|ag des jeweiligen Konstrukts am 
nachten Tag durch die Calciumphosphat- 

Prazipitationsmethode transf iziert . Die Zellen wurden 
gesammelt und in Lyse-Puffer 24 bis 2 6 Stunden nach der 
Transfektion lysiert (der Lysepuffer enthalt 0,2% NP40, 

10 150mM NaCl, 50mM EDTA, 30mM Tris, pH 7,4). Die Zell- 
Lysate wurden fur mindestens drei Stunden auf Sepharose 
6B (von Pharmacia) vor der Prazipitierung mit einer 
gleichen Menge von Proteinen bei 4°C fur 4 Stunden mit 
3yil einer Flag-Agarose (von Kodak International 

15 Biotechnology) von 3pl von Sepharose 6B Kugelchen 
vorgereinigt . Das Harz wurde sechsmal in Lysepuffer 
gewaschen und nach der letzten Wasche wurde gebundenes 
Protein durch Kochen im Probenpuffer eluiert, separiert 
durch SDS-PAGE und auf Nitrocellulose transferiert (von 

20 Hybond ECL, Pharmacia) , um nachfolgend das Western- 
Blotting durchfuhren zu konnen. Die anti-VSV und anti- 
Flag-Antikorper stammen von Sigma. Ein HRP-kon jugierter 
Antikorper wurde eingesetzt, der spezifisch die schweren 
Ketten von murinem IgGl (von Southern Biotechnology 

25 Associates) detektierte. 

Wie in Fig. 4 als Ergebnis des vorliegenden 
Ausfuhrungsbeispiels gezeigt, konnte eine spezifische 
Bindung von Pycard mit dem PYD-Doman von Pycard und NALP 

30 dann detektiert werden, wenn eine Coexpression mit VSV- 
markiertem Pycard, Flag-markierten Konstrukten, die 
entweder die PYD-Domane von Pycard oder die PYD-Domane 
von NALP1 enthalten coexprimiert wurden. Dagegen wurden 
keine Interaktion der PYD-Domane von Pycard mit anderen 

35 PYD-Domanen oder mit Todesdomanen, CARD-Domanen oder 
Todesef f ektordomanen (letzteres ist in Fig. 4 nicht 
dargestellt) 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 02/40668 



PCT/EP01/12545 



51 

f estgestellt . Daher interagiert eine PYD-Domane 
spezifisch mit PYD-Domanen liber eine Protein-Protein- 
Wechselwirkung. Im Ergebnis zeigt Fig. 4 also, dalJ Pycard 
mit Hilfe seiner PYD-Domane homodimerisiert und mit der 
5 PYD-Domane von NALP1 interagiert, 

2 . Ausf iihrungsbeispiel 

10 NALP1 Cter (AS 1030 bis 1430, der NAD- und der CARD- 
Domane entsprechend) , wurde mit Hilfe von JT1658 (5' - 
aaactcctggacgtgagcaag-3 1 ) und JT1500 (5 1 - 

tcagctgagtggcaggag-3 1 ) amplifiziert und in dem 
Saugerexpressionsvektor pCR3 im entsprechenden Leseraster 

15 mit der "tag"-Markierung subkloniert. In ahnlicher Weise 
wurde NALP1 Nter (AS 1 bis 665, entsprechend der Pyrin- 
und der NBS-Domaine) mit Hilfe der Primer JT1497 (5 1 - 
atggctggcggagcctggggc-3 1 ) und JT1526 (5'- 

caggcctagtattccata-3 r ) amplifiziert. Die 

20 Expressionskonstrukte fur Caspase-4, Caspase-1, und 
Caspase-9, Flag-markiertem RIP2, Apafl, RAIDD, BcllO, IL- 
lp, wurden entsprechend der Beschreibung bei Thome et al . 
(Current Biology 8, 885 (1998) und Thome et al. (J. Biol. 
Chem. 274, 9962 bis 9968 (1999)) zur Verfugung gestellt. 

25 Die Plasmide, die fur Caspase-5 und NODI kodieren, 
stammen von Christoph Frohlich bzw. Gabriel Nunez 
(Department of Pathology, Univ. of Michigan Med School, 
1500 E. Medical Center, Ann Arbor, MI 48109, USA). 
Transiente Transfektion von 293T-Zellen, die Zellyse, die 

30 Immunoprazipitationsanalyse, das "Immunoblotting" und der 
NF-KB-Assay wurden so durchgefuhrt wie bei Thome et al . 
(Current Biology 8, 885 (1998)) beschrieben, worauf 
ausdrucklich Bezug genommen wird und was in die 
Offenbarung referenziell eingeschlossen ist. Die 

35 vorgenannten Verfahren wurden wie an vorzitierter Stelle 
beschrieben, durchgefuhrt , abgesehen von der Verwendung 
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von Ig schwerkettenspezif ischen Antikorpern (HRP- 
konjugierten Ziegen-anti-Maus IgGl und Ziegen-anti- 
Kaninchen IgG als Sekundarreagenz im Rahmen des "Western- 
Blottings" (Southern Biotechnology, Birmingham, GB) . 

5 

Polyklonale Antikorper wurden durch Injektion von MAP- 
Peptiden, die den Aminosauren 2 bis 25 von NALPl, den 
Aminosauren 2 bis 27 von Pycard entsprechen in Kaninchen 
(Eurogentec, Belgien) und nachf olgender Immunoreinigung 
10 auf den entsprechenden Peptiden hergestellt. Der 
monoklonale Antikorper, gerichtet gegen die CARD-Domane 
von Caspase-1, stammt von Junying Yuan (Boston, MA 02115, 
USA, Harvard Medical School, 240 Longwood Av. ) 

15 Die weiteren Antikorper wurden von den folgenden 
Herstellern erworben: Caspase-5 (MBL) , Caspase-9, PARP, 
gespaltenes IL-ip D116 (Cell Signaling) , Anti-Flag- 
Antikorper (M2, Sigma), Anti-VSV-Antikorper (P5D4, 
Sigma), Caspase-3 (Transduction Laboratories). 

20 

Zur in-vitro Caspase-l/pro-ILl|i-Aktivierung wurden THP.l 
Zellen in Suspension in entsprechenden Flaschen in RPMI 
1640 Medium, erganzt mit 10% hitzeinaktiviertem fotalen 
Rinderserum, 50|iM p-Mercaptoethanol und 

25 Penicillin/Streptomycin (jeweils 100 pig/ml) bis zu einer 
Dichte von 1,5 x 10 6 Zellen/ml aufgezogen und fur eine 
Stunde mit LPS (1 fxg/ml) prastimuliert . Zytosolische 
Extrakte wurden, wie bei Liu et al. (Cell 86, 147 - 157, 
1996) beschrieben, hergestellt. Zusammenf assend laftt sich 

30 hierzu sagen, daft die Zellen in phosphatgepuf f erter 
Kochsalzlosung gewaschen wurden, in 5 Volumina 
eisgekuhltem hypotonischen Puffer W (20 mM Hepes-KOH, pH 
7,5, 10 mM KC1, 1,5 mM MgCl 2 , 1 mM Na EDTA, 1 mM Na EGTA, 
und 0,1 mM PMSF) unter Hinzufugung eines Protease- 

35 Inhibitor-Cocktails (Roche, Basel, CH) aufquellen 
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konnten. Nach einer 15 min. Eiskiihlung wurden die Zellen 
durch 15-malige Passage durch eine G22-Nadel 
aufgebrochen. Nach der Zentrifugation wurden die 
Uberstande filtriert (0,45(1) und fiir den in-vitro IL-lp 
5 Spaltungsassay verwendet. 

Die Immunoprazipitation von endogenem Caspase-1/NALP1, 
Pycard-Interaktionskomplex wurde unter Zuhilf enahme von 5 
x 10 8 THP.l Zellen pro Zeitpunkt durchgef iihrt. Die in- 

10 vitro Inf lammosom-Aktivierung wurde, wie oben 
beschrieben, durchgef lihrt . Mit 3 ng des indizierten 
Antikorpers bei 4°C im Puffer W, mit 20 ^il Protein-A- 
Sepharose CL-4B (Pharmacia) flir 4 Stunden, wurde 
iinmunoprazipitiert • Die Komplexe wurden durch 

15 Zentrifugation wiedergewonnen und 6mal mit dern Puffer W 
gewaschen. Um Pyrin und NALP1 immunologisch 
niederzuschlagen, wurden THP. 1-Zellextrakte mit auf 
Protein-G-Kugelchen adsorbierten Antikorpern fiir 1 Stunde 
auf Eis inkubiert. Nach Entfernung der Kugelchen wurde 

20 die Caspase-l-Aktivierung durch Temperaturerhohung auf 
30°C angestoBen, 

Die aktivierten Proben (inkubiert bei 30 °C) oder die 
nicht-aktivierten Proben (bei 4°C belassen, 

25 Kontrollproben) wurden auf Superdex-200 HR 10/30 Saulen 
geladen und die Proteine wurden im Puffer W bei einer 
Durchf luBgeschwindigkeit von 0,5 ml/min, als 0,5 ml 
Fraktionen, eluiert. Das "Western-Blotting" wurde nach 
Chloroform: Methanol-Prazipitierung der Gesamtf raktion 

30 durchgef uhrt. Die Saule wurde mit den folgenden Proteinen 
als Standard kalibriert: Thyroglobulin (669 kDa) , 
Ferritin (440 kDa), Katalase (232 kDa), Aldolase (158 
kDa), Rinder serum-Albumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), 
Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Ribonuclease A (13,7 

35 kDa) . 
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Um eine LPS-Aktivierung der Caspase-l/Pro~IL-ip- 
Aktivierung zu erreichen, wurden THP . 1-Zellen mit 0,5 \xM 
PMA (Calbiochem) fur die Dauer von 3 Stunden 
dif ferenziert . Die Zellen wurden gewaschen und auf 24 

5 "Well"-Platten bei einer Dichte von 4 x 10 5 Zellen pro 
"Well" ausplattiert und dort belassen, um uber Nacht sich 
anheften zu konnen. Nach dem Waschen im Medium ohne FCS, 
wurden die Zellen mit LPS.lO^ig/ml (E.coli 055 :B5, Sigma), 
wie in Fig. 11 gezeigt, behandelt oder nicht behandelt. 

10 Die Zellliberstande und Zellniederschlage wurden entnommen 
und durch "Western-Blotting" hinsichtlich verschiedener 
Caspasen und IL-ip analysiert. 

Um stabile Zellinien herzustellen, wurden Flag-markierte 
15 dominant negative (DN) Formen von Pycard (AS 1 bis 94, 
entsprechend der Pyrin-Domane) in MSCV Puromycin- 
selektierbare retrovirale Vektoren (Clontech) kloniert 
und ein rekombinantes Virus wurde erhalten und nach 
Transfektion von 293T-Zellen in Kombination mit einem 
20 Vektor, enthaltend die viralen Strukturgene (VSV-G 
"Pseudotyping" Vektor) , titriert. THP. 1-Zellen wurden 
infiziert, mit Puromycin (5 jig /ml) fur die Dauer von 2 
Wochen selektiert und die Zellpopulationen wurden auf die 
Proteinexpression, Caspase-1, Caspase-8 und IL-ip~ 
25 Aktivierung hin analysiert. 
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Anlagen Al bis A9 

5 

Al: 

In pro-apoptotiscken Signaltransduktionskaskaden wird die Wechselwirkung zwischen 
den verschiedenen Initiatoreinheiten, wie z.B. dem Todesrezeptor Fas, den 

10 verschiedenen Adaptorproteinen und den Caspasen in erster Linie durch drei strukturell 
verwandte Protein-Protein-Domanen, namlich der Todesdomane (DD), 
Todeseffektordomane (DED) und der Caspaserekrutierungsdomane (CARD), vermittelt. 
Im vorliegenden Fall wird der Nachweis erbracht, dass eine vierte verwandte Domane, 
die Pyrindomane (PYD) genannt, existiert. Die PYD wird in Pyrin, einem Protein, das 

15 bei Patienten mit familiarem Mittelmeerfieber mutiert ist, bei Pycard, einem Regulator 
der Etoposid-vermittelten Apoptose, bei einer Caspase vom Zebrafisch und in zwei 
neuen Proteinen (NALP1, NALP2), die strukturell mit dem Apoptose- 
Regulationsprotein Card4/Nodl verwandt sind, beobachtet. Fur die PYD-Domane von 
Pycard wurde nachgewiesen, dass sie homodimerisiert und mit PYD von NALP1 

20 interagiert. Die Identifizierung der PYD-Familienmitglieder kann hierbei zur 
kurzfristigen Charakterisierung von pro-apoptotischen und/oder pro-inflammatorischen 
Signaltransduktionswegen beitragen. 

Einfuhrung 

25 Die Apoptose oder der programmierte Zelltod ist ein wesentlicher Vorgang bei Tieren 
und Pflanzen, insbesondere fur die Beseitigung von unerwiinschten Zellen in einer 
geordneten Art und Weise. Wahrend der letzten Jahre ist ein erheblicher Fortschritt bei 
der Identifizierung und Charakterisierung der modularen Natur von Molekiilen, die fur 
die Regulation und Exekution der Apoptose verantwortlich sind, erzielt worden 

30 (Aravind et al., 1999, Hofinann, 1999). Von besonderer Bedeutung ist hierbei, dass drei 
Familien von Homologiedomanen, die Todesdomane (DD), die Todeseffektordomane 
(DED) und die Caspaserekrutierungsdomane (CARD) existieren, die entfernt 
miteinander verwandt sind, und eine Superfamilie von „Sechs-Helix-bundle"- 
Proteininteraktionsdomanen bilden. Bei diesen Domanen ist insbesondere wichtig, dass 

35 sie hochspezifische Wechselwirkung mit Mitgliedern der gleichen Subfamilie ausiiben 
und in den meisten Fallen auch eine Rolle beim Signaltransduktionsprozess, der zur 
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Apoptose und/oder Entziindung fuhrt, spielen. Im Besonderen ist zu beachten, dass die 
„Adaptorebene" von Proteinen, die namlich die Todesrezeptorsignale zu den Caspasen 
transportieren, stark mit Proteinen besetzt ist, die Kombinationen von Domanen von 
5 DD/DED/CARD aufweisen. Aufgrund der groBen Bedeutung und der Vorhersagbarkeit 
ihrer Funktion sind mehrere systematische Suchen nach neuen Proteinen, die diese 
Domanen enthalten, erfolgreich durchgefiihrt worden. Hierdurch wurde die Entdeckung 
von Proteinen wie FLIP, CARDIAK/RIP2, ARC, BcllO, DEDD (Irmler et al., 1997; 
Koseki et al., 1998; McCarthy et al., 1998; Stegh et al., 1998, Thome et al., 1999) 
10 moglich. Im folgenden berichten wir von der Entdeckung einer neuen Domanenart, die 
im folgenden PYD (Pyrindomane) genannt wird. Diese kann als vierte Subfamilie 
innerhalb der „Sechs-Helix-„bundle"-Interaktionsdomanen" bezeichnet werden, 
namlich aufgrund von Sequenzhomologien, Strukturvorhersage und 
Interaktionseigenschaften. 

15 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Idenfizierung einer neuen Domane: Die Pyrin-Domane 

Im Zuge der Analyse der Sequenz des kiirzlich identifizierten Proteins Pycard mit einer 
20 CARD-Domane (PYD und CARD enthaltendes Protein), das auch als ASC („Apoptose- 
assoziiertes Speckle-ahnliches Protein") bekannt ist, wurde realisiert, dass die zweite 
strukturelle Domane, die am N-Terminus von Pycard (Pyrindomane, PYD) auftritt, eine 
schwache, aber signifikante Sequenzhomologie zu einer Vielzahl anderer Proteine 
(Figur 1A) aufweist. Pycard ist ein 22-kDa-Protein, das Aggregate bildet, sobald die 
25 Apoptose durch gewisse Antitumorsubstanzen induziert wird (Masumoto et al., 1999). 

Dariiber hinaus ist festzustellen, dass bei Zellen, die dazu gezwungen wurden, 
reduzierte Mengen von Pycard zu exprimieren, die Etoposid-vermittelte Apoptose 
gleichfalls signifikant unterdriickt ist. Unter Verwendung von PYD von Pycard ergab 
30 eine einfache BLAST-Suche, dass zwei zusatzliche PYD-enthaltende Proteine in der 
Sequenzdatenbank enthalten sind, namlich Pyrin und Caspy. Pyrin wurde anfanglich als 
Produkt des MEFV (Mittelmeerfieber)-Gens identifiziert, das bei Patienten mit 
familiarem Mittelmeerfieber mutiert ist (FrenchFMFConsortium, 1997; 
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InternationalFMFConsortium, 1997), ein erbliches periodisches Fiebersyndrom, das 
durch episodisches Fieber und serosale und synoviale Entziindung charakterisiert ist. 
Der Erkenntnisstand im Hinblick auf Pyrin basiert im wesentlichen auf seiner 
5 Domanenstruktur, die, zusatzlich zur PYD-Domane, auch einen B-Box-Zinkfinger und 
eine „Spry"-Domane aufweist (Figur IB). Es wurde daher vorgeschlagen, dass Pyrin ein 
Mitglied der RoRet-Genfamilie der nuklearen Transkriptionsfaktoren ist, was AnlaJJ zur 
Spekulation gab, dass das Protein als ein transkriptionaler Inflammationsregulator 
(Centola et aL, 1998) fungiert. Neuere Ergebnisse legen jedoch nahe, dass Pyrin in 
10 Zytoplasma lokalisiert ist und keine nachweisbare transkriptionale Aktivitat aufweist 
(Chen et al., 2000; Tidow et aL, 2000). Daher ist die genaue Funktion von Pyrin bei 
inflammatorischen Krankheiten immer noch ungeklart. 

Auf der Basis der PYD-Sequenz dieser beiden Proteine wurde ein allgemeines PYD- 

15 Profil erstellt (Bucher et aL, 1996) und in den nachfolgenden Suchschritten in der EST- 
Datenbank eingesetzt. Zwei zusatzliche PYD-cnthaltende Proteine NALP1 und NALP2 
(NACHT; LRR und PYD-enthaltende Proteine) warden identifiziert. Die 
Sequenzanalyse ergab, dass die NALPs eine PYD-, NACHT- und LRR-modulare 
Organisation aufweisen (Figur 1A, B). Die NACHT- und LRR-Domanenarchitektur 

20 wird bei Proteinen aufgefunden, die an der Inflammation oder Apoptose beteiligt sind, 
insbesondere bei CARD4/Nodl (Figur IB), ein NF-kB-induzierendes Molekiil (Bertin 
et al., 1999; Inohara et aL, 1999), einem neuronalen Apoptose-Inhibitor-Protein, NAIP, 
und dem MHC Klasse II-Transkriptionsaktivator, CIITA (Koonin und Aravind, 2000). 
Interessanterweise ist die Domane PYD von NALP2 durch CARD bei CARD4/Nodl 

25 ausgetauscht, wahrend die strukturelle Gesamtorganisation konserviert ist, was eine 
ahnliche Funktionalitat vermuten lasst (Figur IB). CASPY ist ein PYD- und 
Caspasedomane enthaltendes Protein, das anfanglich mit einer Datenbanksuche nach 
Zebrafisch-Homologen von Apoptoseregulatoren von Saugern (Inohara und Nunez, 
2000) identifiziert wurde. Diese Caspase ist am starksten homo log zur Caspase-13, die 

30 beim Menschen CARD anstelle von PYD enthalt Beachtenswert ist, dass die gleiche 
Untersuchung ein Pycard-verwandtes Protein bei Zebrafischen identifiziert hat, was 
eine hohe evolutionare Konservierung dieser Proteine indiziert (Figur 1 A). 
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Die Pyrin-Domane ist verwandt mit der DD-Familie 

Auf der Basis von Sequenzvergleichen wurde vorgeschlagen, dass die Domanen DD, 
5 DED und CARD strukturcll verwandte Protein-Proteininteraktionsmodule darstellen 
(Hofinann et al, 1997). Alle drei Domanenarten haben eine ahnliche Grofie und die 
Sekimd^stiuktur-analyse ergab eine ahnliche Anordnung der sechs a-Helices. Alle drei 
Domanen teilen also die Eigenschaft, Homo- oder Heterodimere bilden zu konnen, und 
sind auBerdem hochkonserviert (Hofinann et al., 1997). Die Strukturvorhersage wurde 

10 spater durch NMR-Analyse der DDs, DEDs und CARDs (Chou et al., 1998; Eberstadt 
et al, 1998; Huang et al., 1996; Zhou et al., 1999) bestatigt, da die strukturelle 
Topologie dieser Domanen sich als sehr ahnlich erwies, insbesondere im Hinblick auf 
den strukturellen Kern, der durch die Helices ot2 bis <x5 gebildet wird (Figur 2). 
EinschlieBlich der PYD-enthaltenden Sequenzen in einem allgemeinen „Alignment" 

15 gegeniiber DED, CARD und DD, wurde erfindungsgemaB die PYD-Domane als ein 
potentielles viertes Glied der „DD-gefalteten" Superfamilie identifiziert (Figur 2). 

Trotz der Ahlichkeit ihrer Faltung ist bekannt, dass DD, DED und CARD 
ausschlieBlich, mit Mitgliedern der eigenen Subfamilie interagieren, so dass keine 

20 Promiskuitat zwischen den Domanen festgestellt werden konnte. Um zu tiberprufen, ob 
die PYDs die gleichen Eigenschaften aufweisen, wurden Expressionsvektoren fur die 
PYD-Proteine erzeugt, und in Ko-Immunoprazipitationsexperimenten auf ihre 
Eigenschaft, mit anderen Proteinen zu interagieren, getestet. Wie in Figur 3 dargestellt, 
wurde eine spezifische Bindung von Pycard mit den PYDs von Pycard und NALP1 

25 detektiert, wenn eine Koexpression mit einem VSV-markierten Pycard, Flag-markierten 
Konstrukten enthaltend die PYD von Pycard oder die PYD von NALP1 ausgefiihrt 
wurde. Keine Interaktionen der PYD von Pycard mit anderen PYDs oder mit DDs, 
CARDs oder DEDs (Figur 3) wurden nachgewiesen. Daher ist die PYD-Domane eine 
Protein-Protein-Interaktionsdomane, die spezifisch mit P YD-Domanen interagiert. 

30 

Pycard mit seiner PYD-CARD zweigeteilten Domanenorganisation erinnert an das DD 
und DED enthaltende Molekiil FADD oder das DD und CARD enthaltende Protein 
RAIDD. Fur beide Proteine ist bekannt, dass sie ein DD enthaltendes Protein mit einem 
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eine DED- oder CARD-Domane enthaltenden Protein adaptieren. Beispielsweise 
erfordert die DD von Fas FADD, urn an die DED von Caspase-8 zu binden. Unsere 
Resultate lassen vermuten, dass Pycard ein neues Adaptormolekiil darstellt, das NALP1 
5 an ein noch unbekanntes und zu definierendes CARD-enthaltendes Protein koppelt. 
Tatsachlich zeigen erste Resultate, dass die CARD von Caspase-5 die Zielstruktur von 
Pycard-CARD ist. Die physiologische Rolle dieser Interaktion wird zur Zeit noch 
untersucht. 

10 Zusammenfassend ist festzustellen, dass wir PYD als ein neues Protein-Protein- 
Interaktionsmodul identifiziert haben, das alle Kriterien eines Mitglieds der DD- 
Faltungsfamilie erfullt. Vergleichbar zur beschrankten Interaktions-Fahigkeit, die fur 
andere Mitglieder gilt, interagieren PYDs nur mit PYDs und nicht mit Mitgliedern der 
drei anderen Subfamilien. Dariiber hinaus werden PYDs im Zusammenhang mit 

15 Proteinen, die an der Apoptose und der Inflammation beteiligt sind, gefunden, was am 
besten durch die Caspase Caspy belegt ist. RegelmaBig treten PYDs zusammen mit 
CARDs, wie z.B. bei NALP1 und Pycard, auf. Die Identifizierung der neuen, PYD- 
enthaltenden Proteine ermoglicht daher wahrscheinlich die Charakterisierung von neuen 
pro-apoptotischen oder pro-inflammatorischen Signaltransduktionswegcn, wie es auch 

20 der Fall war nach der Identifizierung der DD von Fas vor einigen Jahren (Itoh und 
Nagata, 1993). Wir glauben, dass die Charakterisierung von NALP1 und dem Pycard- 
Komplex bereits der erste Schritt in diese Richtung ist, was schlieBlich zu einem 
besseren Verstandnis der molekularen Ursachen von inflammatorischen Krankheiten 
fuhren wird. 

25 

METHODEN 

Sequenz- und Strukturanalyse 

30 Die Blast- und Profile- Algorithmen wurden verwendet (Bucher et aL, 1996), die auf 
dem ISREC-Server (www.isrec.isb-sib.ch) verfugbar sind. Die Sekundarstruktur wurde 
nach den Algorithmen von Rost und Sander (1993) vorhergesagt 
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Klonierung, Expression und Immunoprazipitation 

Pycard-Konstrukte wurden durch PCR aus den folgenden IMAGE EST-Klonen 
5 amplifiziert: 

AA528254 (965955) und AI148558 (1714818). Pycard wurde amplifiziert mit den 
folgenden Primern: JT1509 5'-ATGGGGCGCGCGCGCGAC-3 5 und JT1512 5'- 
TCAGCTCCGCTCCAGG-3\ Die PYD-Domane von Pycard wurde amplifiziert mit 
10 JT1509 und JT1510 5 * -CG ACTG AGG AGGGGCC-3 ' . 

NALPl-Konstrukte wurden amplifiziert durch PCR unter Verwendung des KIAA0926 
EST-Klons aus dem Kazusa DNA Forschungsinstitut als „Template". NALP1-PYD 
wurde amplifiziert mit JT1497 5'- 

15 ATGGCTGGCGGAGCCTGGGGCCGCCTGGCCTGTTACTTG-3' und JT1525 5'- 
GATCCAGGGCATTAGCAC-3 \ NALP1-CARD wurde amplifiziert mit JT1500 5'- 
GTTGATACTTC AGCTGCTGAGTGGC AGGAG-3 ' und JT 1 527 5 ' - 
GATGAGACTCTGGTGTGG-3 ' . 

20 Amplifizierte Schnitt-Fragmente wurden in PCR-Zero-Blunt (Invitrogen) ligiert und 
anschlieBend in die EcoRl-Schnittstelle von VSV oder Flag-enthaltenden PCR-3 
(Invitrogen) abgeleiteten Vektoren (Thome et al., 1999) subkloniert. Andere 
Konstrukte, die verwendet wurden, entsprachen jenen, die bereits zuvor beschrieben 
worden sind (Thome et al., 1999) subkloniert. 

25 

Die Immunoprazipitierung wurde, wie zuvor beschrieben (Burns et al. 5 1998), 
durchgefuhrt. Kurz zusammengefasst, 293 T-Zellen wurden in DMEM-Medium, das 
mit 10%igem fi5talen Kalberserumglutamin angereichert war, kultiviert, in einem 
Bereich von l-3xl0 6 Zellen pro 10 cm-Platte ausgesetzt und mit 3 ^g der indizierten 
30 Konstrukte am nachsten Tag durch die Kalziumphosphat-Prazipitationsmethode 
tranfiziert. Die Zellen wurden geerntet und in Lysepuffer lysiert (0,2% NP40, 150 mM 
NaCl, 50 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 7,4) 24-26 Stunden nach der Transfektion. Die 
Zell-Lysate wurden fur mindestens 3 Stunden auf Sepharose 6B (Pharmacia) 
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vorgereinigt, und zwar vor der Fallung von einer gleichen Menge von Proteinen bei 4°C 
fiir vier Stunden mit 3 \il von Flag-Agarose (Kodak International Biotechnology) und 3 
III von Sepharose 6B-Perlen. Das Resin wurde 6x in Lysepuffer gewaschen und nach 
5 dem letzten Waschschritt wurden die gebundenen Proteine durch Kochen in 
Probenpuffer eluiert, durch SDS-Page separiert und auf Nitrocellulose (Hybond ECL, 
Pharmacia) fiir das nachfolgende Western-Blotting transferiert. Sowohl Anti-VSV- und 
Anti-Flag- Antikorper wurden von Sigma gekauft. Ein HRP-konjugierter Antikorper, der 
spezifisch die schwere Kette von IgGl der Maus (Southern Biotechnology Associates) 
1 0 detektieren konnte, wurde eingesetzt. 
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FIGURLEGENDEN 

Fig. 5 (A) Multiple Ausrichtung (Alignment) der Pyrin-Domane. Position mit mehr als 
5 50% identischen oder ahnlichen Aminosauren sind auf schwarzem bzw. grauem 
Hintergrund dargestellt. Die Speziesabkiirzung ist wie folgt: HS, Homo sapiens und 
DR, Danio rerio. Genebank/EMBL Zugangsnummern sind: AF310103 fiir humanes 
Pycard, AF310104 fur murines Pycard, 015553 fur Pyrin, AF310105 fur NALP1; 
AF310106 fiir NALP2, AAF66964 fiir Zebrafisch CASPY, AAF66956 fiir Zebrafisch 

10 Pycard. (B) Domanenstruktur der Proteine, die eine Pyrin-Domane enthalten. 
Homologie-Domanen werden wie folgt benannt: PYD fur Pyrin-Domane, CARD fur 
Caspase Recruitment Domain; NACHT fur NAIP, CIITA, HET-E und TPl-Domane; 
LRR fiir Leucine-Rich Repeats, SPRY fur Domane beim SPla und Ryanodine- 
Rezeptor. B fur B-Box. (C) Aminosauresequenz von NALP1. Die verschiedenen 

1 5 Schattierungen der Boxen entsprechen den Domanen wie in Figur IB (4B) gezeigt 

Fig. 6 Ausrichtung der reprasentativen Pyrin-Domanen (PYD), Todeseffektordomanen 
(DED), Caspaserekrutierungsdomanen (CARD) und Todesdomanen (DD); diese zeigt 
die Ahnlichkeit dieser Interaktionsdomanen. a-Linien indizieren die vorhergesagten a- 
20 Helices fiir PYD (Rost und Sander, 1993) und die indizierten a-Helices bei den DD-, 
CARD-, bzw. DED-L6sungsstrukturen (Eberstadt et al., 1998; Huang et al., 1996; Zhou 
et al., 1999) 

Fig. 4 Pycard homodimerisiert mit Hilfe seiner PYD und interagiert mit PYD von 
25 NALP1 . Flag-markierte Konstrukte enthalten: PYD von Pycard (Pycard-PYD), RAIDD, 
CARD von Apaf-1 (Apafl-CARD), PYD von NALP1 (NALP1-PYD), CARD von 
NALP1 (NALP1-CARD) und ein leerer Vektor (Mock-Vektor) wurden in 293 T-Zellen 
mit einem VSV-markierten Pycard-Konstrukt-kotransfiziert. Die Zellen wurden 24 
Stunden nach Transfektion lysiert und die Anti-Flag-Immunoprazipitate wurden im 
30 Hinblick auf die Gegenwart von einem VSV-Pycard analysiert. Die Expression der 
verschiedenen Konstrukte wurde in den Zell-Lysaten (untere Darstellung) analysiert. 
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Anspriiche 



1. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet , daS sie fur ein 
Protein mit mindestens einer PYD-Domane codiert, 
einschlieElich aller funktionshomologen Derivate, 

10 Fragmente oder Allele. 

2. DNA-Sequenz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daS sich ein Signif ikanzniveau von p<10~ 2 ergibt, 
wenn die PYD-Domane der DNA-Sequenz mit einem 

15 Suchprofil nach Figur 3 verglichen wird. 

3. DNA-Sequenz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS deren Genprodukt eine der 
Aminosauresequenzen (fur eine PYD-Domane) , wie in 

20 Figur 6 wiedergegeben, einschlieSlich aller 

funktionshomologen Derivate, Allele oder Fragmente, 
enthalt. 

4. DNA-Sequenz nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
25 dadurch gekennzeichnet, daS sie eine der in Figur 1 

angegebenen (c) DNA-Sequenzen enthalt. 

5. DNA-Sequenz nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi deren Genprodukt eine 

30 der in Figur 1 angegebenen Aminosauresequenzen 

enthalt . 

6. Express ions vek tor, dadurch gekennzeichnet, da£ er 
eine DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 5 

35 enthalt. 
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7. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daS sie mit 
einem Express ionsvektor nach Anspruch 6 
transf ormiert ist . 

5 

8. Wirtszelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
da£ sie eine Saugetierzelle, insbesondere eine 
humane Zelle, ist. 

10 9. Auf gereinigtes Genprodukt, dadurch gekennzeichnet, 
da£ es durch eine DNA-Sequenz nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5 codiert wird. 

10. Auf gereinigtes Genprodukt nach Anspruch 9, dadurch 
15 gekennzeichnet, date es ein Polypeptid ist. 

11. Auf gereinigtes Genprodukt nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, da£ es eine der in Figur 7 
angegebenen Aminosauresequenzen (fur eine PYD- 

20 Domane) , einschliefilich aller funktionshomologen 

Allele, Fragmente oder Derivate enthalt. 

12. Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daS er ein 
Epitop auf einem Genprodukt nach einem der Anspriiche 

25 9 bis 11 erkennt. 

13. Antikorper nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dafi er monoklonal ist. 

30 14. Antikorper nach einem der Anspriiche 12 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, daS er gegen einen 
Sequenzabschnitt auf der PYD-Domane als Epitop 
gerichtet ist. 

35 
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15. Verfahren zur Isolierung von Genprodukten mit 
mindestens einer PYD-Domane, dadurch gekennzeichnet, 
daS Wirtszellen nach Anspruch 7 Oder 8 unter 
5 geeigneten, die Expression fordernden Bedingungen 

kultiviert werden und das Genprodukt schlieSlich aus 
der Kultur aufgereinigt wird. 



16. Verfahren zur Expression von Genprodukten mit 
10 mindestens einer PYD-Domane, dadurch gekennzeichnet, 

daS Wirtszellen mit einem Expressionsvektor nach 
Anspruch 6 transf ormiert werden. 



17. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der 
15 Anspriiche 1 bis 5 oder eines Genprodukts nach einem 

der Anspriiche 9 bis 11 zur Behandlung von 
Erkrankungen, die auf f ehlgesteuerter 

intrazellularer Signaltransduktion beruhen. 



20 18. Verwendung einer DNA-Sequenz oder eines Genprodukts 
nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daS es 
sich bei der Erkrankung um eine solche mit einer 
uberschiefienden Entziindungsreaktion handelt. 

25 19. Verwendung einer DNA-Sequenz oder eines Genprodukts 
nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet , 
daS es sich bei der Erkrankung um Psoriasis, 
Artheriosklerose, bakterielle oder virale 

I nf ek t i ons e r kr ankungen , insbe s onder e bak t er i e 1 1 e 

30 oder virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, 

multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma, 
Sarkoidose, glomerulare Nephritis oder 

Osteoarthritis handelt. 



35 20. Verbindung, dadurch gekennzeichnet, dafi sie die 
spezifische Interaktion von PYD-Domanen zur 
intrazellularen Signalweiterleitung blockiert. 
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21. Verbindung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet , 
daE sie eine organisch-chemische Verbindung mit 
einem Molekulargewicht von vorzugsweise < 3000 ist. 

5 

22. Verbindung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, 
daE sie die Zellmembran durch Diffusion oder uber 
membranose Transportproteine passiert. 

10 

23. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 20 oder 21 
zur Behandlung von (bzw. zur Herstellung eines 
Arneimittels zur Behandlung von) Psoriasis, 
Artheriosklerose, bakterielle oder virale 

15 Infektionserkrankungen, insbesondere bakterielle 

oder virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, 
multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma, 
Sarkoidose, glomerulare Nephritis oder 

Osteoarthritis , 



25 
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Fig. 1 



AyA >Pyc.hs 

MGTKREAI IiKVLENLTPEELKKFKMKIjGTVPLREGFERI PRGALGQLD 
IVDLTDKLVASYYEDYAAELWAVLRDMRMLEEAARLQRAA 

>Pyc.cdna 

AGGAAAGGTAGGACCTGATGGCTCCAGGCCCTCGGAGGCTCAGAGGCGCAG 

GGCTGAGCCATGGGAACGAAGCGCGAGGCCATCCTGAAGGTGCTGGAGAAC 

CTGACACCGGAGGAGCTCAAGAAGTTCAAGATGAAGCTGGGGACGGTGCCG 

CTGCGCGAGGGCTTCGGGCGCATCCCGCGGGGCGCGCTCGGGCAGCTAGATA 

TCGTGGACCTCACCGACAAGCTGGTCGCCTCCTACTACGAGGACTACGCAGC 

CGAGCTCGTCGTGGCCGTGCTGCGCGACATGCGCATGTTGGAGGAGGCCGCA 

CGGCTGCAGCGGGCTGCGTGAGGGCCACTCTGAGCTGGAGGCGGGTCAAGG 

CAAAAGGAGTAATGCAACGCCTGTGAAGCCAGCCCCACGCGCGCACCAGTC 

GCGTAAGACAACAGCAGTGTCTCCACCTCGGGGACCAAGGACGCCTCCGTGC 

CTCCAGACCCCGCCTCCTCCAGCCCCTGCACCTGTCATTTATTCTTCCACTGCC 

CAATAAATATTCATGGCAGACTTTAAAAAAAAAA 

A.Z- _ . 

> Pyrin 

MAKTPSDHLLSTLEELVPYDFEKFKFKLQNTSV^^ 

LQVLRAINQRLI^ELHRAAIQEYSTQENGTDDSAASSSLGENKPRSLKTPDHPEGNEGNGPRPYGGG^ 
SLRCSQPEAGRGLSRKPLSKRREKASEGLDAQGKPRTRSPALPGGRSPGPC^ 

GRLQGLAGGAPGQKECRPFEVYLPSGKMRPRSLEVTI STGEKAPANPE ILL1TLEEKTAANI1DSATEPRAR 
PTPDGGASADIjKEGPGNPEHSVTGRPPDTAASPRC^QEGDPVDGTCVRDSCSFPEAVSGHPQASGSRSP 
GCPRCQDSHERKSPGSLSPQPLPQCKRHLKQVQLLFCEDHDEPICLiICSLSQEHQGHRVRPIEEVALEHK 
KKIQKQLEHLKKIjRKSGEEQR£YGEEKAVSFLKQTE 

VGQIRKAYDTRVSQDIALLDALIGELEAKECQSEWELLQDIGDIIjHRAKTVPVPEKWTTPQEI 
HQKSEFVEKSTKYFSETLRSEMEMFNOTELIGAQAHAV^ 

DGPQRFDSCI IVLGSPS FLSGRRYWEVEVGDKTAWIIjGACKTS ISRXGNMTLSPENGYWVVI MMKENEYQ 

ASSVPPTRLLIKEPPKRVGIFVDYRVGSISFYNVTARSHIYT^^ 

TICPVGGQGPD 

>Pyrin. cdna 

GGAAGCCAGACAGCTGGCTCGAGCCTCTCCTGC 
GTCCACCCTGGAGGAGCTGGTGCCCTATGACTTC 

CAGAAGGAGCACTCC^GGATCCCCCGGAGCCAGATCCAGAGAGCCAGGCCGGTGAAGAT^ 

TGGTCACCTAOTATGGGGAAGAGTACXjCCXjTGCAGCTCACCCTGCAGGTCCT 

CCTGCTGGCCGAGGAGCTCCACAGGGCAGCCATTCAGG 

TCCXX^GCX3TCCAGCTCCCTG<^^ 

ACGAGGGGAACGGCCCTCGGCCGTACGGGGGCGGAGCTC 

GAGGGGGCTGTCX3AGGAAGCCCCTGAGCAAACGCAGAGAGAAGGCCTCGGAGGGCCTGGAC^ 
AAGCCTCGGACCCGGAGCCCGGCCCTGCCGGGCGGGAGAAGCCCCGGCCCCTGCAGGGCGCTAGAGGGGG 
GCCAGGCCGAGGTCCGGCTGCGCAGAAACGCCAGCTCCGCGGC^ 
CCCGGGGCAGAAGGAGTGCAGGCCCTTCGAAGTGTACCT 

GAGGTCACCATTTCTACAGGGGAGAAGGCGCCraCAAATCC^GAAATTCTCCTGACTCTAGAGGAAAA^ 
CAGCTGCGAATCTGGACTCX^CAACAGAACCC^ 

CCTGAAGGAAGGCCCTGGAAATCCAGAACATTCGGTCACCGGAAGGCCACCAGACACGGCTGCGAGTCC 

CGCTGCCACGCCCAGGAAGGAGACCCAGTTGACX^^ 

CAGTTTCTGGGCACCCCCAGGCCTCAGGCAGCCX3CT 

AAGGAAGAGCCCGGGAAGCCTAAGCCCCC^GCCCCTGCCACAGTGTAAGCGCCACCTGAAGCAGGTCCAG 
CTGCTCTTCTGTGAGGATCACGATGAGCCCATCTGCCTC^ 

ACCGGGTGCGCCCC^TTGAGGAGGTCGCCCTGGAACACAAGAAGAAAATTC^GAAGCAGCTGGAGCATCT 
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GAAGAAGCTG AGAAAATCAGGGGAGGAGCAG CG ATC CTATGGGGAGGAGAAGG CAGTGAG CTTTC TGAAA 

CAAACTGAAGCGCTGAAGCAGCGGGTGCAGAGGAAGCTGGAGCAGGTGTACTACTTCCT 

AGCATTTCTTTGTGGCCTCACTGGAGGACGTGG^ 

CCGCGTATCCl^GGACATCGCCCTGCTCGATGCG^^ 

GAATGGGAACTTCTGGAGGAGATTGGAC^ 

GGACCACTCCTCAAGAGATAAAACAAAAGATCCA^ 

C^CAAAGTACTTCTCAGAAACCCTGCGTTCAGAAATGGAAATG 

CAGGCACATGCTGTTAATGTGATTCTGGA^^ 

TGAAGAGTGTTAGACTTGGAAACAAGTGGGAGAGGCTG 

CATTGTTCTGGGCTCTCCGAGTTTCCTCTC^ 

GCATGGATCCTGGGAGCCTGCAAGACM 

GCTACTGGGTGGTGATAATGATGAAGGAAAATGAGTACCAGGCGTCCAGCGTTCCCCCGACCCGCCTGCT 

AATAAAGGAGCCTCCCAAGCGTGTGGGCATCTT 

GTGACAGCCAGATCCCACATCTATACATTCGC^ 

GCCCTGGGACACGTGATGGAGGGAAGAACACAGCTCCTCT 

TGACTGAATGCCCAACACTGCATCTCTCTTC^ 

CACGG AATGCCGACTAGGTG CT AGCTGCTATGGGAAATG CAAAAATAACAAAAT AGTTACTGTGC CCACG 
GAGCCTACCCGATTATAGCAGAGGTAAGTTAGGAACGAACATGTTAGTCAATCCGGGTC 
TGATGACACACCATGGATTTCAGAGGAGGAAGTACCX3AGTCGTTGC^TAATCCGCCCCTGGTGGGTGGm 
CTCTCAGGTGCTCCTGAACAGAAGATTTGGCCCT^ 

CCCCTTGTTCTCT CTGCTTCTGTCTTGAGG ATATGGGAAGCCTAGAGAAACGCAAG CAGACTGGATTGGG 

ATAGAAGTATTTGTGTACCTGGATTAATGAACTATGAT 

TCTGTGGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACGATCT^ 

GATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGCAGCTGGGATTACAGGTGCGTO 

TGTATTTTTAGTAGAGLACGGGGGTTTCACC^ 

TCCACCOSCCTC^GCCTCCCAAAGTGCIX^^ 

TTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAAAGTTTTC 

CTCACTGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAG^ 

AGGCGCCCGCCACCATGCCCGGCTAATTTTTTGCATTTTTAGTAGACATGAGGTTTCATCATGT 
GGCCGGTCTCAAACTCCTGACCTCAOT 

ATGAGCCACCATGCCTGGCCATGATTCTTAAGAGAATTGACTGGGCCTCATGAATAAAAAAATTAGAA^ 



A*l >Pycard 

MGRARDAIIiDALBNLTAEELKKFKIjKLLSVPIjREGYGRI PRGALLSMDALDLTDKLVS FYLETYGAELTA 
NVLRDMGLQEMAGQLQAATHQGSGAAPAGI QAP PQSAAKPGLHFIDQHRAALI ARVTNVEWLLDALYGKV 
LTDEQYQAVRAEPTNPSKMRKLFSFTPAWNWTC^ 

>Pycard . cdna 

GTCCAGGTTCCGCCCCXX^GCCGACTTCCTC 

CGGGGATCCTGGAGCCATGGGGCGCGCGCGCX1ACX3CCATCCT 

GAGCTCAAGAAGTTCAAGCTGAAGCTGCTGTCXKSTGC^ 

GCGCGCTGCTGTCCATGGACGCCTTGGACCTC^ 

CGCCGAGCTCACCGCTAACGTGCTGCGCXIAC^ 

ACGCACCAGGGCTCTGGAGCCGCGCCAGCTC^^ 

TGCACTTTATAGACCAGCACCGGGCTXiCGCT 

TCTGTACGGGAAGGTCCTGACGGATGAGCAGTACCAGG CAGTGCGGG C CGAGC CCACCAACCCAAGCAAG 
ATGCGGAAGCTCTTCAGTTTCACACCAGCCTGGA^ 

GGGAGTCCCAGTCCTACCTGGTGGAGGACCTGGAGCGGAGCTGAGGCTCCTTCCCAGC^ 

AGCCCCTGGCAATCCCACCAAATCATCCTGAATCT 

GAAAAAAAAAAA 



Aft >NALPl.hs 

MAGGAWGRIiACYLEFLKKEELKEFQLLLANKAHSRSSSGETPAQPEKTSGM^ 
LHTWEQMGLRSLCAQAQEGAGHSPSFPYSPSEPHLGSPSQPTSTAVLMPWIHELPAGOT 
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PDTSGI^WREISASHLYQALPSSPDHESPSQESPNAPTSTAVLGSWGSPPQPSLAPREQEAPGTQWPLDE 

tsgiyyteirerereksekgrppwaawgtppqahsslqphhhpwepsvr^^ 

LLLLQRPHPRSQD PLVKRS WPDYVEENRGHLI E I RDLFGPGLDTQEPR I VI LQGAAGI GKSTLARQVKEA 
WGRGQLYGDRFQHVFYFS CRELAQSKWSLAELIGKDGTATPAPIRQI LSRPERLLFI LDGVDEPGWVLQ 
EPSSELCLHWSQPQPADALLGSLLGKTILPEASFLIT^ 

YRYFTDERQAI RAFRIjVKSNKELWALCIjVP WS WLACTCLMQQMKRKE KLTLTSKTTTTLCLHYLAQALQ 

AQPLGPQLRDLCSLAAEGlWQKKTLFSPDDLRKHGLbGAIISTFLKMGILQEHPIPLSYSF 

AAMSYVLEDEKGRGKHSNCI IDJjEKTLEAYGIHGLFGASTTRFLLGI^SDEGEREMENI FHCRLS QGRNL 

MQWVPSLQLLLQPHSLESLHCLYETRNKTFLTQVMAHFEEMGMCTOTDMELLVCT 

EGRQHRSTWSPSMVVIjFRWPVTDAWQILFSVLCTTRNL 

TLRLAGCGLTAEDCKDLAFGIjRANQTLTEI^ 

CQDIASVLSASPSLKEI^LQQNNIiDDVGVRL^ 

LLIFSRRKPSVMTPIEGLDTGEMSNSTSSLKRQRLG 

VVPVELLOTPSPASQGDIiHTKPLGTDDDFWGPTC^ 

EAVTVEI EFCVWDQFLGE INPQHSWWAGPLIJI)I KAEPGAVEAVHLPH FVALQGGHVDTSLFQVAHFKEE 

GMLLEKPARVELHHIVLENPSFSPLGVLLKMIHNALRFI PVTSWLLYHRIjHPEEVTFHLYLIPSDCS IR 

KELELCYRSPGEDQtiFSEFYVGHLGSGIRLQVTO 

APQLLHFVDQYREQLIARVTSVEWIJ3KI^GQ^ 

YQALKETHPHLIMELWEKGSKKGLLPLSS 

>NALPl.cdna 

TGGGAGCCAGCAGCCCGGGGGCTCCACTCTGGGTTCTGA 
CCCCACCTCTTCTCAGCCTTGCAGCTCAAGGGTTGATCT 
CTGAGGAACACAGAACAAG&TGGCTGGCGGAGC^ 

AAGGAGGAGCTGAAGGAGTTCCAGCTTCTGOTCGCCAATAAAGCGCACTCC^ 
CACCCGCTCAGCCAGAGAAGACGAGTGGCATGGAGGTGGCCTCGTACCTGGTGGCTCAG 
GCGGGCCTGGGACCTAGCCCTCCATACCTGG 
GAAGGGGCAGGCC^CTCTCCCTC^TTCCCCTA^^ 

CCACCTCCACCGCAGTGCTAATGCCCTGGATCmTGAATTGCCGGCGGGGTGC^CCCAGGGCTCAGAGAG 

AAGGGTTTTGAGACMCTGCCTGACACATCTGC^ 

CAAGCTCTTCCAAGCTCCCCAGACCATGAGTCTCC^ 

(^GTGCTGGGGAGCTGGGGATCCCC^CCTC^GCCCAGCCTAGCACCC^G^GAGCAGGAGGCTCCTGGGAC 

CGAATGGCCTCTGGATGAAACGTCAGGAATTTACT^ 

GAGA^GGmGGCCCCCATGGGC^GCGGTGGTAGG 

ACC^CCACCCATGGGAGCCTTCTGTGAGAGAGAGCCTC 

TAACCAAAAATTCACACAGCTGCTAC 

AGAAG CTGGCCTGATTATGTGGAGGAGAATCX3AGGACATTTAATTGAGAT CAGAGACT TATTTGG CCCAG 

GCCTGGATACCCAAGAACCTCGCATAGTCATACT 

CAGGCAGGTGAAGGAAGCCTGGGGGAGAGGCCAGCTGTA 

AGCTG(^GAGAGCTGGCCCAGTCCAAGGTGGTGAGTCTCGCTGAGCTCATCGGAAAAGATGGGACAGCCA 

CTCCGGCTCCCATTAGACTVGATCCrc 

GCCAGGATGGGTCTTGCAGGAGCCGAGTTCTGAGCT 

GCACTGCTGGGCAGTTTGCTGGGGAAAACTATAC^ 

CAGCTCTGCAGAACCTCATTCCTTCTTTG<^ 

CAGCAGGAAGGAATATTTCTAGAGATATTT 

AAATCAAACAAAGAGCTCTGGGCCCTGTGTCTTGTGCCCT 

TGCAGCAGATGAAGQ3GAAGGAAAAACTCA C CAAGACCAC CACAACCCTCTGTCTACATTA 

CCTTGCCCAGGCTCTCGAAGCTCAGCCATTGGGACCCCAGCTCAGA 

GGCAT CTGGCAAAAAAAGACCCTTTTCAGT CCAGATGAC CTCAGGAAG CATGGGTT AGATGGGGC CATCA 

TCTCCACCTTCTTGAAGATGGGTATTCTTCAAGAGCACCCCATCCCTCTGAGCTACAGCTTCA^ 
CTGTTTCCAGGAGTTCTTTGCAGCAATGTC 

AATTG CATCATAG ATTTGGAAAAGACGCTAGAAGCATATGGAATACATGGCCTGTT TGGGGCATCAACCA 

CACGTTTCCTATTGGGCCTGTTAAGTGATGAGGGGGAGAGAGAGATGGAGAACAT 

GTCTGAGGGGAGGAACCTGATGCAGTGGGTCCC^ 

TCCCTCCACTGCTTGTATGAGACTCCKaAACAT^^ 

TGGGCATGTGTGTAGAAACAGA^TGGAGCTC^ 

GAAGAAGCTTCAGCTGATTGAGGGCAGGCAGC^ 

AGGTGGGTCCCAGTCACAGATGCCTATTGGCAGAT^ 
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AGGAGCTGGACCTAAGTGGAAACTraCTGAGCCACTCTGCAGTG^ 
CCCTCGCTGCCTCCTGGAGACCCTGCGGTTGGCTGGCTGTGGCCT 
GCCTTTGGGCTGAGAGCCAACCAGACCCTGACCGAGCTGGACCTGAGCTTCA^ 
GAGCCAAACACCTTTGCCAGAGACTGAGACAGCCGAGOTGCAAGCTACAG 

TGGCCTCACGTCTGACTGCTGCCAGGACCTGGCCTCTGTGCTTAGTGCCAGCCCCAGCCTGAAGGAGCTA 
GACCTGCAGCAGAACAACCTGGATGACGTTGGCGTGCGACTGCTCTGTGAGGGGCTCAGGCATCCTGCCT 
GCAAACTCATACGCCTGGGGCTGGACCA^ 

GGAGCAGGAGAAGCCTCAGCTGCTCATCTTCAGaGACGGA^CC^GTGTGATGACCCCTATTGAGGG^ 
CTGGATACGGGAGAGATGAGTAATAGCACATCCTCACTCAAGCGG CAG AGACT CGG ATCAGAGAGGGCGG 
CTTCCGATGTTGCTCAGGCTAATCTCAAACTCOT 

AGAGGAAAGCTCCCCAGAGGTAGTACCGGTGGAACTCTTGTGCGTGCCTTCTCCTGCCTCTCAAGGGGAC 

CTGCATACXjAAGCCTTTGGGGACTGACGATGACTTCTGGGGCCCCAOT 

TTGACAAAGAAAAGAACTTGTACCGAGTTC^CT^^ 

TCTCTGCTTTGTGGTGAGAGAAGCXMTGACCGTTGAGATTGAATTCTGTGTGTGGGACCAGTT 
GAGATCAACCCACAGCACAGCTGGATGGTGGCAGGGCCT CTGCTGGACATCAAGGCTGAGC CTGGAG C CG 
TGGAAGCTGTGC^CCTCCCTCACTTTGTGGCTCTCCAA 

GGCCCACTTTAAAGAGGAGGGGATGCTCCTGGAGAAGCCAGCCAGGGTGGAGCTGCATCACATAGTTCTC 
GAAAACCCCAGCTTTTCCCCCTTGGGAGTCCTCCTGAAAATG 

TCACCTCTGTGGTGTTGCTTTACCACCGCCTCCATCCTGAGGAAGTCACCTTCCACCTCTACCTGATCCC 
AAGTGACTGCTCCATTCGGAAGGAACTGGAGCTCTGCTATCGAAGCCCTGGAGAAGACCAGCTGTTCTCG 
GAGTTCTACGTTGGCCACTTGGGATCAGGGATCAGGCTC 
TGTGGGAGGCCTTGGTGAAACCAGGAGATCTCATC 

CGTACCTTCACCTCTGGATGCCCCGCAGTTGCTGCACTTTGTGGACCAGTATCGAGAGCAGCTGATAGCC 
CGAGTGACATCGGTGGAGGTTGTCTTGGA^ 

GGGTGCTGGCTGAGAACACGAGGCCCAGCCAGATGCGGAAGCTGTTCAGCTTGAGCCAGTCCTGGGACCG 
GAAGTGCAAAGATGGACTCTACCAAGCCCTGAAGGAGACC^ 

AAGGGCAGCAAAAAGGGACTCCTGCCACTC^GCAGCTGAAGTATGAACACC^GCCCTTGACCCTTGAGTC 
CTGGCTTTGGCTGACCCTTCCTTGGGTCTCAGTTTCTTTCTCTGCAAACAAGTTGCCATCTGGTTTGCCT 
TCCAGCACTAAAGTAATGG^ACTTTGATGATGCCT^^ 
CAGGGGGCCCCAGTCCAGGTGGCCTAACAGCATCTCAGGG^ 

CAGACCTCATAGAGCCTCATCTGGTGGCCACAGCAGCCAAGCCTAGAGCCCTCCGGATCCCATCCAGG CG 
CAAAGAGGAATAGGAGGGACATGGAACCATT^^ 
GTTCAGCGTGGGAGGCCACGTGGATTCTTGGCTTTCTA 
AAAGTGGAAGGAAGTTTATTCAGAAAATAAAGGAGTATC^CT^ 

TCCAGTTTTTACCAGAAAACCCCTATAAATTAAAAATTTTTTACTTAAATTTAAGAATTAAAAAAATACA 
AAAAAGAAAAAATGAAAATAAAGGAATAAGAAGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 



>NAIiP2/Py7.hs 

MVSSAQMGFNLQALLEQLSQDELSKFKYLITTFSLATO 
SLQVFEKMHRMDLSERAJODEVREAALKSFNKRKPLSI^ 
CLGKEVFKGKKPDKDNRCRYILKTKFREMWKSWPG 

PAGLGKH'TIiAQKLMIjDWAEDNLIHKFKYAFYLSCRELSRIjGPCS FAELVFRDWPELQDDI PHIIiAQARKIL 
FVIDGFDELGAAPGALI ED I CGDWEKKKPVPVLLGSLIjNRVMLPKAALLWTRPRAL R 
VEGFLEEDRRAYFLRHFGDEDQAMRAFELMRSNAALFQLGSAPAVCWIVCTTLKLQMEKGEDPVPTCLTRT 
GLFIiRFLCSRFPQGAQLRGALRTLSLLAAQGLWAQTSVLHREDLERLGVQE SDLRLFLDGD I LRQDRVSKG 
OTSFIHLSFQQFLTALFYTLEKEEEEDRIX3HTWDIGDVQKIiSGVERLRNPD 

LEATFGCRMS PDI KQELLRCD I SCKGGHSTVTDLQEIiLGCLYESQEEELVKEVMAQFKEI SLHLNAVDVVP 
SSFCVKHCRNLQKMSLQVIKENLPENVTAS^^ 

LSASLVRILCEQIASDTC^QRWFKNISPADAHRNLCLALRGHKTVTYLT 
ECNLRYLGLVSCSATTQQWADLSLALEVNQSLTCV^ 

TEANCKDLAAVL WS RKLTHLC LAKNP I GNTGVKFLCEGLRYPECKLQTLVLWNCD I TSDGCCDLTKLLQE 

KSSLLCLDLGLNHIGVKGMKFLCEA^ 

GSSGVKMLFETJTTCSSGTLRTLRLKIDDFNDEL^ 

>NALP2Py7.dna 
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AAAAACTTATTAGAGCTTTCTCAACCTGCAGCCCTCATCTCCGCCGGCGAGTAGGGCCAGGTGTTGGGAGC 
TCCCACGTGGGACAAGATGGTGTCITCGGCGCAGATGG^ 

GCCAGGATGAGTTGAGCAAGTTCAAGTATCTGATmCGACCTTCTCCCTGGCACACGAGCTCC^GAAGAT^ 
CCCCACAAGGAGGTAGACAAGGCTGATGGGAAGCAACTC 

CTGGGTGGAGATGGCGAGCCTCCAGGTCTTTGAAAAGATGmCCGAATGGATCTGTCTGAGAGAGCAAA^ 

ATGAAGTCAGAGAAGCAGCTTTGAAATCCTTTAATAAAAGGAAACCTCTATCATTAGGGATAACACGG 

GAACGACCACCTCTAGACGTGGACGAAATGCTCKWjCGCTT 

GAAAGGAAATGTCATCTGCCTGGGTAA^GAAGTCTTTAAAGGAAAAAAGCCAGACAAA 

GGTATATATTGAAGACGAAGTTCCGGGAGATGTGGAAGAGCTGGCCTGGAGATAGCAAAGAGGTCCAGG 

ATGGCTGAGAGATACAAGATGCTGATCCCATT 

TCTGGTGCTGTATGGTCCTIX3CAGGCCTTGG(^^ 

AGGACAACCTC^TCCACAAATTCAAATATGC^^ 

TGCAGTTTTGCAGAGCTGGTCTTCAGGGACTGGCCTGAATTG 

AGCACGGAAAATCTTGTTCGTGATTGACGGCTTO 

ACATCTGCGGGGACTGGGAGAAGAAGAAGCCGGTGCCCGTCCTC^ 

TTACCCAAGGCCGCCCTGCTGGTCACCACGCGGCCCAGGGCCCTGAGGGACCTCCGGATCOT 

GCCGATCTACATAAGGGTGGAGGGCTTCCTGGAGGAGGAC^^ 

ACGAGGACCAAGCCATGCGTGCCTTTGAGCTAAT(^ 

CCCGCGGTGTGCTGGATCGTGTGCACGACTCTGAAGCTG 

CTGCCTCACCCGCACGGGGCTGTTCCTGCGTTT^ 

GCGCGCTGCGGACGCTGAGCCTCCTGGCCGCGCTYGGGC^ 

GATCTGGAAAGGCTCGGGGTGCAGGAGTCCGACCTCCGTC^ 

CAGAGTCTCCAAAGGCTGCTACTCCTTCATCCACCTC^ 

CCCTGGAGAAGGAGGAGGAAGAGGATAGGGACGGCCACACCTGGGACATTGGGGACGTA 

TCCGGAGTAGAAAGACTCAGGAACCCCGACCTGATC^ 

GAAGAGAGCCAAGGAGTTGGAGGCC^CTTTTGGC 

GATGCGACA.TAAGTTGTAAGGGTGGACATTCAACGGTGACAGACCT 

GAGTCTCAGGAGGAGGAGCTGGTGAAGGAGGTGATGGCTCAGCT 

AGTAGACXnTGTGCCATCTTCATTCTGCGTCAAG 

TAAAGGAGAATCTCCCGGAGAATGTC^CTGCGTCTGAATCAGACGCCGAGGTTGAGAGATCCCTVGGATGAT 

CAGCACATGCTTCCTTTCTGGACGGACCTTTGT^ 

AATCAATGATAGCTTTCTCAGTGCCTCCCTAGTAAGC^ 

ATCTCCAGAGAGTGGTGTTCAAAAACATTTCCCCAGCTGATC^ 

GGTCACAAGACTGTAACGTATCTGACCCTTCAAGGCAATG 

GGTCTTGAGACATCCAGAATGTAACCTGCGATATCTCGGGTTGGTGTCTTGTTCCGCTACCACTCAGCAGT 

GGGCTGATCTCTCOTTGGCCCTTGAAGTCAA.CCAGTCCCTGACGTGCGTAAACCTCTCCGACAA 

CTGGATGAGGGTGCTAAGTTGCTGTACACAACTTT^ 

GGAA^CTGTmCCTTACAGAAGCC^TTGCAAGGACCTTGCTGCTGTGTTGGTTGTCAGCCGGGAGCTGA 
C^CACCTGTGCTTGGCCAAGAACCCCATTGGGA^ 
CCCX^GTGTAAACTGCAGACCTTGGTGCTTTGGA^^ 
AAAGCTTOTCCAAGAAAAATCAAGCCTGTTGTGTTTG^^ 

TGAAGTTCCTGTGTGAGGCTTTGAGGAAACCACTGTGCAACTTGAGATGTCTGTGGTTGTGGGGATGTTCC 
ATCCCTCCGTTCAGTTGTGAAGACCTCTGCTCT^ 

GGGTCAGAATCCCTTGGGGTCTAGTGGAGTGAAGATGCTGTTTGAAACCTTGACATGTTCCAGTGGCACCC 
TCCGG ACACT CAGGTTGAAAATAGATGACTTTAATGATG AACT CAATAAGCTGCTG GAAGAAATAGAAGAA 
AAAAACCCACAACTGATTATTGATACTGAGAAACATCATCCCTGOT 
CATGATCTGAATCCCCCCGAGTCATTCATTCTCCATGAAGTCATCGATTTTC 

TGTGACTCCTCTCCTCCCCGGCCCCTACCCCTCAGGGATAATGAGTTCATTGCTGGGCTAGATGTTTTAGC 

CATGATTCTOCCTCTGTTTTATACCTGCACACATCCTTATCTTTGT^ 

GTATATTGAGAGAAATAAAGGTGAGAGCATTCACAAAAAAAAAAAAAAAAAA 



>NALP3/PY5.hs 

MLRTAGRDGL CRLSTYLEEL EAVELKKFKL YLGTATELGE GKIPWGSMEK AGPLEMAQLL 
ITHFGPEEAW RLALSTFERI NRKDLWERGQ REDLVRDPQE TYRDYVRRKF RLMEDRNARX. 
GECVNLSHRY TRLLLVKEHS NPMQVQQQLL DTGRGHARTV GHQASPIKIE TLFEPDEERP 
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-forts. ^K^j < ^ 

EPPRTWMQG AAGIGKSMLA HKVMLDWADG KLFQGRFDYL FYINCREMNQ SATECSMQDL 
IFSCWPEPSA PLQELIRVPE RLLFIIDGFD ELKPSFHDPQ GPWCLCWEEK RPTELLLNSL 
IRKKLLPELS LL.ITTRPTAL EKLHRLLEHP RHVEILGFSE AERKEYFYKY FHNAEQAGQV 
FNYVRDNEPL FTMCFVPLVC WWCTCLQQQ LEGGGLLRQT SRTTTAVYML YLLSLMQPKP 
GAPRLQPPPN QRGLCSLAAD GLWNQKILFE EQDLRKHGLD GEDVSAFLNM NIFQKDINCE 
RYYSFIHLSF QEFFAAMYYI LDEGEGGAGP DQDVTRLLTE YAFSERSFLA LTSRFLFGLL 
NEETRSHLEK SLCWKVSPHI KMDLLQWIQS KAQSDGSTLQ QGSLEFFSCI, YEIQEEEFIQ 
QALSHFQVIV VSNIASKMEH MVSSFCLKRG RSAQVLHLYG ATYSADGEDR ARCSAGAHTL 
LVQLRPERTV LLDAYSEHLA AALCTNPNLI ELSLYRNALG SRGVKIiLCQG LRHPNCKLQK 
LRLKRCRISS SACEDLSAAL IANKNLTRMD LSGNGVGFPG MMLLCEGLRH PQCRLQMIQL 
RKCQLESGAC QEMASVLGTN PHLVELDLTG NALEDLGLRL LCQGLRHPVC RLRTLWLKIC 
RLTAAACDEL ASTLSVNQSL RELDLSLNEL GDLGVLLLCE GLRHPTCKLQ TLRLGICRLG 
SAACEGLSW LQANHNLREL DLSFNDLGDW GLWLLAEGLQ HPACRLQKLW LDSCGLTAKA 
CENLYFTLGI NQTLTDLYLT NNALGDTGVR LLCKRLSHPG CKLRVLWLFG MDLNKMTHSF 
PEPLQPDAVR DLYPRQFPAG NRNHRLFSSC RRPSSTASVD MGVTGDAQMS QHFPLGHQNS 
APHLRPTGQL REYVLNLSG 

>NALP3/PY5.dna 

atgctacgaaccgcaggcagggacggcctctgtcgcctgtccacctacttggaagaactc 
gaggctgtggaactgaagaagttcaagttatacctggggaccgcgacagagctgggagaa 
ggcaagatcccctggggaagcatggagaaggccggtcccctggaaatggcccagctgctc 
atcacccacttcgggccagaggaggcctggaggttggctctcagcacctttgagcggata 
aacaggaaggacctgtgggagagaggacagagagaggacctggtgagggatccccaggaa 
acctacagggactatgtccgcaggaaattccggctcatggaagaccgcaatgcgcgccta 
ggggaatgtgtcaacctcagccaccggtacacccggctcctgctggtgaaggagcactca 
aaccccatgcaggtccagcagcagcttctggacacaggccggggacacgcgaggaccgtg 
ggacaccaggctagccccatcaagatagagaccctctttgagccagacgaggagcgcccc 
gagccaccgcgcaccgtggtcatgcaaggcgcggcagggataggcaagtccatgctggca 
cacaaggtgatgctggactgggcggacgggaagctcttccaaggcagatttgattatctc 
ttctacatcaactgcagggagatgaaccagagtgccacggaatgcagcatgcaagacctc 
atcttcagctgctggcctgagcccagcgcgcctctccaggagctcatccgagttcccgag 
cgcctccttttcatcatcgacggcttcgatgagctcaagccttctttccacgatcctcag 
ggaccctggtgcctctgctgggaggagaaacggcccacggagctgcttcttaacagctta 
attcggaagaagctgctccctgagctatctttgctcatcaccacacggcccacggctttg 
gagaagctccaccgtctgctggagcaccccaggcatgtggagatcctgggcttctctgag 
gcagaaaggaaggaatacttctacaagtatttccacaatgcagagcaggcgggccaagtc 
ttcaattacgtgagggacaacgagcctctcttcaccatgtgcttcgtccccctggtgtgc 
tgggtggtgtgtacctgcctccagcagcagctggagggtggggggctgttgagacagacg 
tccaggaccaccactgcagtgtacatgctctacctgctgagtctgatgcaacccaagccg 
ggggccccgcgcctccagcccccacccaaccagagagggttgtgctccttggcggcagat 
gggctctggaatcagaaaatcctatttgaggagcaggacctccggaagcacggcctagac 
ggggaagacgtctctgccttcctcaacatgaacatcttccagaaggacatcaactgtgag 
aggtactacagcttcatccacttgagtttccaggaattctttgcagctatgtactatatc 
ctggacgagggggagggcggggcaggcccagaccaggacgtgaccaggctgttgaccgag 
tacgcgttttctgaaaggagcttcctggcactcaccagccgcttcctgtttggactcctg 
aacgaggagaccaggagccacctggagaagagtctctgctggaaggtctcgccgcacatc 
aagatggacctgttgcagtggatccaaagcaaagctcagagcgacggctccaccctgcag 
cagggctccttggagttcttcagctgcttgtacgagatccaggaggaggagtttatccag 
caggccctgagccacttccaggtgatcgtggtcagcaacattgcctccaagatggagcac 
atggtctcctcgttctgtctgaagcgctgcaggagcgcccaggtgctgcacttgtatggc 
gccacctacagcgcggacggggaagaccgcgcgaggtgctccgcaggagcgcacacgctg 
ttggtgcagctcagaccagagaggaccgttctgctggacgcctacagtgaacatctggca 
gcggccctgtgcaccaatccaaacctgatagagctgtctctgtaccgaaatgccctgggc 
agccggggggtgaagctgctctgtcaaggactcagacaccccaactgcaaacttcagaac 
ctgaggctgaagaggtgccgcatctccagctcagcctgcgaggacctctctgcagctctc 
atagccaataagaatttgacaaggatggatctcagtggcaacggcgttggattcccaggc 
atgatgctgctttgcgagggcctgcggcatccccagtgcaggctgcagatgattcagttg 
aggaagtgtcagctggagtccggggcttgtcaggagatggcttctgtgctcggcaccaac 
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3bcVs . -hcj A 

ccacatctggttgagttggacctgacaggaaatgcactggaggatttgggcctgaggtta 
ctatgccagggactgaggcacccagtctgcagactacggactttgtggctgaagatctgc 
cgcctcactgctgctgcctgtgacgagctggcctcaactctcagtgtgaaccagagcctg 
agagagctggacctgagcctgaatgagctgggggacctcggggtgctgctgctgtgtgag 
ggcctcaggcatcccacgtgcaagctccagaccctgcggttgggcatctgccggctgggc 
tctgccgcctgtgagggtctttctgtggtgctccaggccaaccacaacctccgggagctg 
gacttgagtttcaacgacctgggagactggggcctgtggttgctggctgaggggctgcaa 
catcccgcctgcagactccagaaactgtggctggatagctgtggcctcacagccaaggct 
tgtgagaatctttacttcaccctggggatcaaccagaccttgaccgacctttacctgacc 
aacaacgccctaggggacacaggtgtccgactgctttgcaagcggctgagccatcctggc 
tgcaaactccgagtcctctggttatttgggatggacctgaataaaatgacccacagtttt 
ccggagccattacagccagacgctgtaagggacctgtacccaagacagtttccggctggg 
aatcgaaaccacaggctctttagttcctgcagaagaccgagctccacggcatccgttgat 
atgggcgtcaccggtgacgctcaaatgtcgcagcactttccacttggacatcagaatagt 
gctccacatttgaggcccacaggccagctgcgggagtacgtgctcaacctttctggttaa 



>NALP4/PY6.hs 

MADSSSSSFFPDFGLLLYLEELmCEEI^FKLFLKETMEPEHGLTPWNEVKKAR^ 
WSVSLKIFGKMNLI02LCERAKEEINWSA 

ESGRIAGGDGTEYRNRIKEKFCITWDKKSLAGKPEDFHHGIAEK^ 

AGVGKTTLVRKAMLDWAEGSLYQQRFKYVFYLNGRE I NQLKERS FAQL I SKDWPSTEGPI EE IMYQPS SLL 

FIIDSFDELNFAFEEPEFALCEDWTQEHPVSFLMSSLLRKVI^ 

LLGMS EDAREEYI YQFFEDKRWAMKVFS SLKSNEMLFSMCQVPLVCWAACTC 

ALFTCYI S SLFTPVDGGS PSLPNQAQLRRLCQVAAKGI WTMTYVFYRENLRRLGLTQSDVS S FMDSNI IQK 

DAEYENCYVFTHLHVQEFFAAMFYMLKGSWEAGNPSC^ 

RVKQLERTFNCKMSLKJ^KLLQCMEV^ 

EKIHLLVSSFCLKHCRCLRTIRLSVTWFEKKII^ 

GGAALDALAFPKYTYFYSNTIL 



>NALP4/Py6.dna 

ATGGCAGATTCATCATCATCTTCTTTCTTTCCT^ 

AGAGGAATTAAATACATT*CAAGTTATTCCTAAAGGAGACCATGG^ 

ATGAAGTGAAGAAGGCCAGGCGGGAGGACCTGGCCT^TT^ 

TGGAGTGTGTCTCTCAAAATCTTTGGCAAGATGAACCTGAAGGATCTC 

CAACTGkTTC£X5CCCAGACTATAGGACC^ 

TGCTGGTCATAGTTAACACAGGGGTCCCCAACTCCTGGGCCACAGACCCCT 

GAATCAGGTCGCATAGCAGGAGGTGATGGAACAGAATACAGAAATAGM 

TTGGGACAAGAAGTCTTTGGCTGGAAAGCCTGAAGATTTCCATCAT^ 

TGTTGGAACACTTGTTCGATGTGGATGTCAAAACCGGTGCACAGCCAC^ 

GCTGGAGTTGGGAAAACAACCTTK^TGAGAAAGGCAATGTTAGATTGGGCA 

C^GGTTTAAGTATGTTTTTTATCTC^^ 

TGATATCAAAGGACTGGCCCAGCACAGAAGGCCCCATTGAAG^^ 
TTTATTATTGACAGTTTCGATGAACTGAACTTTGCCTTTGAAGAACCTGAGTT 
GACCCAAGAACACCCA.GTGTCCTTCCTCATGAGTAGTTTGCTX5AGGAA^ 
TATTGGTGACAACAAGACTCACAACTTCTAAGA 

CTACTAGGAATGTCTGAGGATGCAAGAGAGGAGTATATTTACCAGTTTTTTGAAGA 

GAAAGTATTCAGTTC^CTAAAAAGCAATGA(^ 

COX^TGTACTTGTCTGAAGCAGCAAATGGAGA^ 

GCTCTGTTTACCTGCTATATTTCTAGCTTGTTCACACCAGTAGATGGAGG 

AGCCCAGCTGAGAAGACTGTGCCAAGTCGCTGCCAAAGGAATAT^ 

AAAATCTCAGAAGGCITGGGTTAACTCAATCTGATGTCTCTAGTTTTATGGA 

GACGCAGAGTATGAAAACTGCTATGTGTTCACCCACCTTCATGTTCAGGAGTTTTTTGCA^ 

TATGTTGAAAGGGAGTTGGGAAGCTGGGAACCCTTC^^ 

AAAGCACAAGTTATAAAGACCCCCATTTGACACAGATGAAGTGCTTTTTGTTTGGCCTTTTC 
CGAGTAAAACAACTGGAGAGGACTTTTAACTGTAAAATGTCACTGAAGATAAAATCAAAGTTACT 
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TATGGAAGTATTAGGAAACAGTGACTATTCTCCATCACAGCTGGGATTTCTGGAG^ 
ATGAGACTGAAGATAAAGCGTTTATAAGCCAGGCAATGAGATGTTTCCCAAA^ 
GAGAAAATACATTTGCTTGTATCTTCTTTCTGCCTTAAGCACTGCCGGTGTTTGCGGACCATCAGGCT 
TGTAACTGTGGTATTTGAGAAGAAGATATTAAAAACAAGCCT 

ACGGGAGAGCTATTGGACAAATAAGACCTCTGGAGTGCCCAGAGGAAGACTTCCTGGTGGACTGTGCCCAC 
GGTGGAGCTGCACTGGATGCTCTTGCCTTTCCZAAAGTACACTTACTTTTACTCCAATACTATCCTCTGA 



1.8 >NALP5/PyB.hs (contiens pyl2) ' ■■■■■■■■■ 

MSDVNPPSDT PIPFSSSSTH SSHIPPWTFS CYPGSPCENG VMLYMRNVSH EELQRFKQLL 
LTELSTGTMP ITWDQVETAS WAEWHLLIE RFPGRRAWDV TSNI FAIMNC DKMCVWRRE 
INAILPTLEP EDLNVGETQV NLEEGESGKI RRYKSNVMEK FFPIWDITTW PGNQRDFFYQ 
GVHRHEEYLP CLLLPKRPQG RQPKTVAIQG APGIGKTILA KKVMFEWARN KFYAHKRWCA 
FYFHCQEVNQ TTDQSFSELI EQKWPGSQDL VSKIMSKPDQ LLLLLDGFEE LTSTLIDRLE 
DLSEDWRQKL PGSVLLSSLL SKTMLPEATL LIMIRFTSWQ TCKPLLKCPS LVTLPGFNTM 
EKIKYFQMYF GHTEEGDQVL SFAMENTILF SMCRVPWCW MVCSGLKQQM ERGNNI/TQSC 
PNATSVFVRY ISSLFPTRAE NFSRKIHQAQ LEGLCHLAAD SMWHRKWVLG KEDLEEAKLD 
QTGVTAFLGM SILRRIAGEE DHYVFTLVTF QEFFAALFYV LCFPQRLKNF HVLSHVNIQR 
MASPRGSKS YLSHMGLFLF GFLNEACASA VEQSFQCKVS FGNKRKIiliKV IPLLHKCDPP 
SPGSGVPQLF YCLHEIREEA FVSQALNDYH KWLRIGNNK EVQVSAFCLK RCQYIiHKVEL 
TVTLNFMNVW KLSSSSHPGS DLRRVNSTML NQDIiIGVLTG NQHLRYLEIQ HVEVESKAVK 
LLCRVLRSPR CRLQCLRLED CLATPRIWTD LGNNLQGNGH LKTLILRKNS LENCGAYYLS 
VAQLERLSQS KMLTHLSLAE NALKDEGAKH IWNALPHLRC PLQRLVLRKC DLiTFNCCQDM 
ISALCKNKTL KSLDLSFNSL KDDGVILLCE ALKNPDCTLQ ILELENCLFT SICCQAMASM 
LRKNQHLRHL DLSKNAIGVY GILTLCEAFS SQKKREEVIF TIHNSQDLEA PKCPSTDEWI 
KKMWYLRTME YYSAMKKKLK CRNNGIIETA HWCSGPTCSI LPKNPLFPQN LSSQPCIKME 
GDKSLTFSSY GLQWCLYELD KEEFQTFKEL LKKKSSESTT CSIPQFEIEN ANVECLALLL 
HEYYGASLAW ATSISIFENM NLRTLSEKAR DDMKRHSPED PEATMTDQGP SKEKVPGISQ 
AVQQDSATAA ETKEQEISQA MEQEGATAAE TEEQEISQAM EQEGATAAET EEQGHGGDTW 
DYKSHVMTKF AEEEDVRRSF ENTAADWPEM QTLAGAFDSD RWGFRPRTW LHGKSGIGKS 
ALARRIVLCW AQGGIiYQGMF SYVFFLPVRE MQRKKESSVT EFISREWPDS QAPVTEIMSR 
PERLLFIIDG FDDLGSVLNN DTKLCKDWAE KQPPFTLIRS LLRKVLLPES FLIVTVRDVG 
TEKLKS EWS PRYLLVRGIS GEQRIHLLLE RGIGEHQKTQ GLRAIMNNRE LLDQCQVPAV 
GSLICVALQL QDWGESVAP FNQTLTGLHA AFVFHQL.TPR GWRRCLNLE ERWLKRFCR 
MAVEGVWNRK SVFDGDDLMV QGLGESELRA LFHMNILLPD SHCEEYYTFF HLSLQDFCAA 
LYYVLEGLEI EPALCPLYVE KTKRSMELKQ AGFHIHSLWM KRFLFGLVSE DVRRPLEVLL 
GCPVPLGVKQ KLLHWVSLLG QQPNATTPGD TLDAFHCLFE TQDKEFVRLA LNSFQEVWLP 
INQNLDLIAS SFCLQHCPYL RKIRVDVKGI FPRDESAEAC PWPLWMRDK TLIEEQWEDF 
CSMLGTHPHL RQLDLGSSIL TERAMKTLCA KLRHPTCKIQ TLMFRNAQIT PGVQHLWRIV 
MANRNLRSLN LGGTHLKEED VRMACEALKH PKCLLESLRL DCCGLTHACY LKISQILTTS 
PSLKSLSLAG NKVTDQGVMP LSDAIiRVSQC ALQKLILEDC GITATGCQSL ASALVSNRSL 
THLCLSNNSIi GNEGVNIJjCR SMRLPHCSLQ RLMIJJQCHLD TAGCGFLALA LMGNSWLTHL 
SLSMNPVEDN GVKLLCEVMR EPSCHLQDLE LVKCHLTAAC CESLSCVISR SRHLKSLDLT 
DNALGDGGVA ALCEGIiKQKN SVLTRLGLKA CGLTSDCCEA LSLALSCNRH LTSLNLVQNN 
FSPKGMMKIiC SAFACPTSNL QIIGNDSEEN DVLRESALW LLKVTVSKNL SMTLRENLLY 
LPKPYNTTRH RDSEEGIHGW TERLWKWQYP VQIRKLLEEV QLLKPRWID GSWHSFDEDD 
RLDLQSQQNS HSARQTYNLM ASQKSDPINP ATFRLDRSTA DGGTGHFHIG VPPVGCRVFS 
DVPAFTCQVR DEVGILVHNS QKVQTTHVSI SR 

>NALP5/Py8 . dna | GENSCAN_j5redicted_CDS_l | 6939Jbp 

atgagtgacgtgaatccaccctctgacacccccattcccttttcatcctcctccactcac 

agttctcatattccgccctggacattctcttgctaccccggctccccatgtgaaaatggg 

gtcatgctgtacatgagaaacgtgagccatgaggagctacaacggttcaagcagctctta 

ctgactgagctcagtactggcaccatgcccatcacctgggaccaggtcgagacagccagc 

tgggcagaggtggttcatctcttgatagagcgtttccctggacgacgcgcttgggatgtg 

acttcgaacatctttgccattatgaactgtgataaaatgtgtgttgtagtccgcagagag 

ataaatgccattctgcctaccttggaaccagaggacttgaatgtgggagaaacacaggtg 

aatctggaggaaggagaatctggtaaaatacggcggtataaatcgaatgtgatggaaaag 
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tttttccccatatgggacattacgacttggcctggaaaccagagggacttcttctaccaa 

ggtgtacacaggcacgaggagtacttaccatgtctgcttctgcccaaaagaccccagggt 

agacagcccaagaccgtggccatacagggagctcctgggatcggaaaaacaatcctggcc 

aaaaaggtgatgtttgagtgggccagaaacaagttctacgcccacaagcgctggtgtgct 

ttctacttccattgccaagaggtgaaccagacgacagaccagagcttctccgagctgatt 

gagcaaaagtggcctggatctcaggacctcgtgtcaaagattatgtccaaacccgaccaa 

cttctgctgctcttggatggctttgaggagctcacatctaccctcattgacagactggag 

gacctgagtgaagactggaggcagaaattgcctgggtctgtcctactgagcagtttgctg 

agcaaaacgatgcttccagaggccacgctactgatcatgataagatttacctcttggcag 

acatgcaagcccttgctgaaatgtccctctctcgtaacccttccggggtttaatacgatg 

gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtcttg 

agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 

atggtctgctctggtctgaaacagcaaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 

ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctagcttgtttcccaccagagctgag 

aacttttccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctgtgtcacttggccgcagac 

agcatgtggcacaggaaatgggtgttaggtaaagaagatcttgaggaagccaagctggat 

cagacgggagtcaccgccttccttggcatgagtattcttcggagaattgcaggtgaggaa 

gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaattttttgcggccttgttttatgtt 

ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttgagccacgtgaatatccagcgc 

ctgatagcgagtcccagaggaagcaaaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 

ggttttctgaacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 

ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 

tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 

tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 

gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 

accgtcaccctgaacttcatgaacgtgtggaagctcagctccagctcccatcctggctct 

gacctaaggcgtgtgaatagcaccatgttgaaccaggacttaatcggtgttttgacgggg 

aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggaagtggagtccaaagctgtgaag 

cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtctgcagtgtctcaggttggaagac 

tgcttggccacccctagaatttggactgatcttggcaataatcttcaaggtaacgggcat 

ctaaagactctcatactaagaaaaaactccctggagaactgtggggcgtattacctgtct 

gtggcccagctggagaggctgtcgcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 

aacgccttgaaagatgaaggggccaagcatatttggaatgccctgccacacctgagatgt 

cctctgcagaggctggtactgagaaagtgtgacttgacctttaattgctgtcaggatatg 

atctctgcgctctgtaaaaataaaaccctgaaaagtcttgacctaagttttaatagcctg 

aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgaagaaccctgactgtacattacag 

atcctggagctggaaaactgcctgttcacctccatctgctgccaggccatggcttccatg 

ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 

ggtattctgaccttgtgcgaggccttctcaagccaaaagaagagagaagaggtcattttc 

actattcacaatagccaagatttggaagcacctaagtgtccatcaacagatgaatggata 

aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 

tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 

ttaccaaagaatccacttttcccccaaaacctgagctctcagccttgtatcaagatggaa 

ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 

aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 

tgctctattccacagtttgaaatcgagaatgccaacgtggaatgtctggcactcctcttg 

catgagtattatggagcatcgctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg 

aacctgcgaaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 

cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaatttcacaa 

gctgtgcaacaagatagtgccacagctgcagagacaaaagaacaagaaatttcacaagct 

atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaagaaatttcacaagctatg 

gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 

gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagtttt 

gaaaacactgctgctgactggccggaaatgcaaacgttggctggtgcttttgattcagac 

cggtggggcttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 

gctctagccagaaggatcgtgctgtgctgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 

tcctacgtcttcttcctccccgttagagagatgcagcggaagaaggagagcagtgtcaca 

gagttcatctccagggagtggccagactcccaggctccggtgacggagatcatgtcccga 
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ccagaaaggctgttgttcatcattgacggtttcgatgacctgggctctgtcctcaacaat 

gacacaaagctctgcaaagactgggctgagaagcagcctccgttcaccctcatacgcagt 

ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 

acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 

ggggaacaaagaatccacttgctccttgagcgcgggattggtgagcatcagaagacacaa 

gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg 

ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 

ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgtttcatcagctcacccctcga 

ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgcttctgccgt 

atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 

caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacatgaacatccttctcccagac 

agccactgtgaggagtactacaccttcttccacctcagtctccaggacttctgtgccgcc 

ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtacgttgag 

aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctttggatg 

aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 

ggctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 

cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 

actcaagacaaagagtttgttcgcttggcattaaacagcttccaagaagtgtggcttccg 

attaaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactgtccgtatttg 

cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttcccaagagatgagtccgctgaggcatgt 

cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 

tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 

acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccaagctgaggcatcccacctgcaagatacag 

accctgatgtttagaaatgcacagattacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 

atggccaaccgtaacctaagatccctcaacttgggaggcacccacctgaaggaagaggat 

gtaaggatggcgtgtgaagccttaaaacacccaaaatgtttgttggagtctttgaggctg 

gattgctgtggattgacccatgcctgttacctgaagatctcccaaatccttacgacctcc 

cccagcctgaaatctctgagcctggcaggaaacaaggtgacagaccagggagtaatgcct 

ctcagtgatgccttgagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 

ggcatcacagccacgggttgccagagtctggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 

acacacctgtgcctatccaacaacagcctggggaacgaaggtgtaaatctactgtgtcga 

tccatgaggcttccccactgtagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 

acggctggctgtggttttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgacgcacctg 

agccttagcatgaaccctgtggaagacaatggcgtgaagcttctgtgcgaggtcatgaga 

gaaccatcttgtcatctccaggacctggagttggtaaagtgtcatctcaccgccgcgtgc 

tgtgagagtctgtcctgtgtgatctcgaggagcagacacctgaagagcctggatctcacg 

gacaatgccctgggtgacggtggggttgctgcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 

agtgttctgacgagactcgggttgaaggcatgtggactgacttctgattgctgtgaggca 

ctctccttggccctttcctgcaaccggcatctgaccagtctaaacctggtgcagaataac 

ttcagtcccaaaggaatgatgaagctgtgttcggcctttgcctgtcccacgtctaactta 

cagataattggcaatgactctgaagaaaatgacgttcttcgagaatctgctctagtagtt 

ttgcttaaagtcactgtttccaagaacctatcaatgacattaagggagaacttactgtac 

ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 

actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggaagctgctggaggaagtg 

cagctactcaagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattcttttgatgaagatgac 

cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatg 

gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacattccgtttggatagaagcactgct 

gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 

gacgtccctgcttttacctgccaggtaagagatgaagtaggtatccttgttcacaacagc 

caaaaggtgcagacaacccacgtgtctatcagcagatga 



1 . 9 >NALP6/PY9 

MDQPEAPCS STGPRIJ\VARELIiIiAALEELSQEQLKRFRHKLRDVGPDGRS I PWGRLERADAVDLAEQLAQF 
YGPEPALEVARKTLKRADARDVAAQL^^ 
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'-forts. ^ 

ITKRFTKLLIAPESAAPEEAI^PAEEPEPGRARRSDTHTFNRLFR}^^ 

KILYDWAAGKLYQGQVDFAFFMPCGELLERPGTRS^ 

PAIX^PEIAAPCTDPFEAASGARVLGGLIiSKALLPTALLLOTTRAAAP 

KYFYKFFRDERRAERAYRFVKENETLFALCFVPFVOT 

LSSAPVAlXSPRLQGDLRNLCRLAREGVIiGRRAQFM 

IDQSFQEFLAALSYLLEIXX^PRTAAGGVGTLL^^ 

ERVKQEALRWQGQGQGCPGVAPEVTEGAKGLEDTEEPEEEEEGEEPNYPLELLYCLYETQEDAFVRQALC 
RFPEI^QRWFCRMDVAVLSYCVRCCPAGQALRLISCRLVAAQEKKiaCSLGKRLQASL 
EVPFRPPCCDICPTPPPDPRLLQGKAFARVPLiNIAPIQ 
LCmiSSLTLSHCKLPDAVCRDLSEALRAAPALTEI^^ 

QRGLQYLVGMLRQSPALTTI^LSGCQLPAPMVTYLCAVLQHQGCGLQTLSLSLPSDPTPSSFSGRCREPGR 

RLGLESRWPRSAPEPSGDSEARTQVEAAGGAGGGRRRGREPPARGPHPQPPRDAARGPGSSFAHSGRFVQG 

TPGPRTRPTRPLPAGTEGSRGRGRESTSRPRARPSDRPRRPGTAPASQRPPGPSGRGPRTFLVARQPGGSS 

FLPAIiAWSRGTQVPTLAPGDRVGLRPLRPSSSMEDAGEDPT^ 

LHVSGVYNGAGGDTHRAMLPSPLNVRLEAPAGMGEQLTETFAIiDTNTG^ 

PHVLAFRVS I ARLAPGSGPITLLLRSAFSPES PDLDLHQGPDFQGARYLYGHTLTPEQPGGPQQEVHMLWT 

PAPPDLTLGEGEEARTWDFLTAVGGSQAEAQACLTEAL 

RQAIiRGSUYYLLSALPQPKAPGYICHGLSPGGLSNGSREECYWC^^ 

YRIRTLDGALENAQNI^YQGAKFAWESADSGLEVC^ 

GGWDVVRAVAEFWCSRVEWSPREEKYHLRGVMSP^ 

QWIiAVADKIKVPFDVEQNFHPEFDGYEPDPRVCPGTPSSQRH^^^ 

KNLE I YEAVTS PQGPAMTWSMFAVGWMELKDAVRARGLLDRS FANMAE PFKVWTENADGSGAVNFLTGMGG 

FLQAWFGCTGFRVTRAGVTFDPVCLSGI SRVSVSGI FYQGNKLNFS FSEDSVTVEVTARAGPWAPKLEAE 

LWPSQSRLSLLPGHKVSFPRSAGRIQMSPPKLPGSSSSEFPGRTFSDVRDPLQSPLWVTLGSSSPTESLTV 
DPASE 



>NALP6/PY9.dna 

ATGGACCAGCCAGAGGCCCCCTGCTCCAGCACGGGGCCGCGCCTCGCGGTGGCCCGCGAGC^ 

TGCGCTGGAGGAACTGAGCCAAGAGCAGCTGAAGCGCTTC 

GACGCAGCATCCCGTGGGGGCGGCTGGAGCGCGCGGACX5C^ 

TACGGCCCGGAGCCTGCCCTGGAGGTGGCCCGCAAGACC^ 

GCAGCTCCAGGAGCGGCGGCTGCAGCGGCTCXX^ 

AGAAGAAGTACCGGGAGCACGTGCTGCAGCTGCACGCTCGGGTGAAGGAGAGG^ 

ATCACCAAGCGCTTCACCAAGCTGCTCATCGCGCCCGAGAGCGCCGCCCCGGAGGAGGCGCTGGGGCCCGC 

GGAAGAGCCTGAGCCEX3GGCGCGCGCGGCGCT 

AGGAGG^CCGGG^CCGCTGACCGTGGTGCTGCAG 

AAGATCCTGTACGACTGGGCGGCGGGCAAGCTO^ 

CGGCX3AGCTGCTGGAGAGGCCGGGCACG0GCAGCCTGGCTGACCTGATCCTGGACCAG 

GCGCGCCGGTGCCGCAGATGCTGGCCCAGCCGCAGCGGCTC 

CCX^CGCTGGGGGGCCCCGAGGCCGCGCCCTGCA^ 

AGGCGGGCTGCTGAGCAAGGCGCTGCTGCCCACG^^ 

GGAGGCTGCAGGGCCGCCTGTGTTCCCCGCAGTC 

AAGTATTTCTACAAGTTCTTCCGGGATGAGAGGAGGGCC 

GACGCTGTTCGCGCTGTGCTTCGTGCCOTTCGTGTGCTGGATCGTGTGCACCGTGCTGCGCCAGCA 

AGCTCGGTCGGGACCTGTCGCGC^CGTCCAAGACCACCAC 

CTGAGCTCXXSCTCCGGTAGCCGACXX^ 

CGAGGGCXJTCCTCGGACGCAGGGCGCAGTTTGCCGAGAAGGAACTGGAGCAACTGGAGCTTTO 
AAGTGCAGACGCTGTTTCTCAGC&AAAAGGAGCT^ 

ATCX^CCAGAGCTTCCAGGAGTTCCTCGCGGCACTGTCCTACCTGCTGGAGGACGGC 

CGCGGCTGGCXX?CGTTGGGACACTCCTGCGTGGGGACGCCCAGCCG^ 

GCTTCCTCTTCCKJACTGCTC^GCGC^ 

GAGCGTGTGAAGC^GGAGGCCCTGCGGTGGGTGCAGGGACAGGGACAGGGCT 
GGTGACCGAGGGGGCCAAAGGGCTCGAGGACACCGAAGAGCCAGAGGAGGAGGAGGA 
ACTACCCACTGGAGTTGCTGTACTGCCTC^ 
CGGTTCCCGGAGCTGGCGCTGCAGCGAGTGCGCTT 

GAGGTGCTGCCCTGCTGGACAGGCACTGCGGCTGATCAGCTGCAGATTG^ 
AGAAGAGCCTGGGGAAGCCX3CTCCAGGCCAG 
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GAAGTACCCTTTCGACCACCCTGCTGTGAC^TCTGCCCCACACCTCCA 

CAAGGCTTTTG CCAGAGTTCCTTTGAATATAGCTCCAATTCAGCCCCTGCCCAGGGGCTTGGCftLT CTGTTG 
AGAGGATGAATGTCACGGTGTTGGCAGGGGCTGGGCCT^ 
CTGTGCCATCTGAGCAGCCTCACGCTGTCCCA^ 
CKSCCCTGAGGGCAGCCCCCGCACTGACGGAGCTGGGC^ 

GTATGCTGAGTGAGGGCCTAGCCTGGCCGCAGTGC^GGGTGCAGACGGTCAGGGTACAGCTGCCTGACCCC 
C^GCGAGGGCTCCAGTACCTGGTGGGTATGCTTCXMCAGAGCCCTGCCCTGACCACCCTGGATCTCAGCGG 
CTGCC^CTGCCCGCCCCCATGGTGACCTACCTGTGTGCAGTCCTGCAGCACCAGGGATGCGGCCTGCAGA 
CCCTCAGCCTCTCGCTTCCTTCTGACCCGACCCCGAGTTCTTTCTCCGGACGGTGTCGAGAACCCGGGCGC 
CGGCTGGGGCTGGAGTCTCGCTGGCCTCGGAGCGCCCCCGAGCCCTCGGGCGAC^GCGAGGCGAGGACCI^ 
GGTGGAGGCGGCCGGGa3CGCGGGCCX3AGGa?VGGAGGCGCGGGAGGGAACCCCCGGCCCGCGGGCCCCACC 
CACAGCCGCCCCGGGACGCAGCTCGGGGTCaiGGCTCGAGCTTTGCTCACTCAGGGCGCTTCGTGCAGGGA 
ACGCCAGGCCCCCGGACGCGACCCACGCGGCCGCTGCCAGCGGGGACCGAGGGGAGCCGGGGCCGCGGCCG 
CGAGTCCACGTCCCGCCCCCGGGCCCGGCCCAGCGACCGCCCCCGCCGCCCAGGGACCGCCCCCGCCTCCC 
AGCGACCGCCCGGGCCCTCGGGGCGGGGACCGCGGACCTTCCTGGTGGCGCGGCAGCCGGGCGGCTCCTCC 

TTCCTCCCGGCCCTGGCGTGGAGCAGAGGGACACAGGTTCCCACGCTGGCGCCCGGCGACCGGGTGGGGCT 
GCGK3CCGCTCAGGCCCAGGAGCTCCATGGAGGAC 

TGCCCAGTGACCCCCGTCTCTTGGCCACTGTGACCAACGCATACCT 
CTGGACGTGAGCGGCGTGTACAATGGGGCTGGCGGGGACACGC^ 
CGTCCGGCTGGAGGCCCCTGCAGGGATGGGGGAGCAGCT^ 
GCTCCTTTCTTCACACCCTGGAGGGCCCCCGCTrCCGGGC^ 

CCCCACGTGCTGGCTTTCCGAGTGTCC^TCGCCCGCCTGGCCCCGGGGAGCGGGCCCATC^CGCTGCTCCT 
GCGGTCAGCCTTCTCCCCAGAAAGCCCAGACCTGGACCTGC^ 

ACCTGTATGGCCACACCCTCACCCCTGAGCAGCCCGGGGGGCCAC^GCAAGAGGTACACATGCTC 

CCAGC^CCCCCAGACCTGACCCTTGGGGAAGGTGAGGAGGCTAGGACGTGGGACTTCCTGACAGCAGTGGG 

CGGCAGCC&GGCTGAGGCTC^GGCCTGCCTCACTGAGGCCCTGCAGCTC 

CGGCTCACGCACAGGCCTGGGCCCAGCTCTGGGTAGAATGTGGCTTGGACGTGGTGGGGCCCCTGCAGCTG 
CGCCAGGCCCTGCGTGGCTCCCTCTACTACCTGCTCAGTGCCCTGCCCCAGCCCAAGGCCCCAGGATACAT 
CTGCCATGGCCTCAGTCCTGGGGGCCTCTCCAATGGGAGCCGTGAGGAATGCTACTGGGGCCACGTCTTCT 
GGGACCAGGACCTCTGGATGTTCCCGAGTATCCTGATGTTCCACCCAGAAGCCGCCAGGGCCATCCTGGAG 
TACCGCATCCGC^CGCTGGACGGGGCCCTGGAGAACGCCCAG 

CTGGGAGAGTGCAGACTCCGGCCTAGAGGTTTGCCCTGAGGACATTTACGGAGTCCAGGAGGTCCACGTCA 

ACGGGGCCXTTGGTGTTGGCCTTCGAGCTGTACTAC^^ 

GGTXX3CTGGGACX3TGGTC^GGGCTGTGGCCGAGTTTTGGTGCA 

AAAGTACCACCTGAGGGGAGTGATGTCCCCCGACGAGT^ 

ACX3TCCTGGTCCAGAACAGCCTGCGCTTTGCTC 

CAGTGGCTGGCXK5TGGCTGACAAGATCAAGGTAC^ 

TGGGTATGAGCCTGACCCTCGAGTCTGTCCTGGAACACCTTCCAGTCAGCGGCACCTCCCTGTAGGAGAGG 
TGGTGAAGCAGX3CAGACGTCGTGCTCCTGGGATACCC^ 

AAAAATCTGGAGATTTACGAGGCTGTGACGTCCCCCmGGGCCCCGCCATGACCTGGAGCATGTTTGCTGT 
GGGCTGGATGGAGCTGAAGGACGCAGTGCGGGCCCXSGGGCCTCCT^ 
AACCCTTCAAGGTGTGGACGGAGAATGCAGACGGGT 
TTCCTGC^GGO^TGGTCTTCGGGTGCACGGGGTTCA^ 

GTGTCTGTCGGGGATCTCCAGAGTGAGCGTCTCCX^CATCTTCTACCAGGGGAA 
TTTCCGAGGACTCCGTGACCGTGGAGGTCACAGCTCGAGCAGGGCCCT 
CTGTGGCCATCCC^GTCCCGGCTCTCCCTGTTGCCAGGACACAAGGTCTCCTTTCCCCGOT 
GATACAAATGTCACCCCCGAAGCTGCCTGGAAGTTCra^ 

TTAGGGACCCGCTCC^GAGCCCCCTCTGGGTCACCCTGGGTTCCTCCAGCCCCACCGAGTCACTCACTGTG 
GACCCTGCCTCTGAATAA 



1.10 >PY1 ° 

MASSAELDFNLQALLEQLSQDELSKFKSLIRTISM 
AIQVFEKMNRTHLSGRADEHCVMPPP 

>PY10.dna 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



W O 02/4(1668 



13/45 



PCT/EPO 1/1 2545 



ATGGCATCTTCTGCAGAGCTGGACTTCAAC 

CAAGT TCAAGTCT CTGATCAGAACAATCTCCCTGGGAAAGGAGCTACAGACCGTCC CCCAGACAGAGGTAG 

ACAAGGCTAATGGGAAGCAACTGGTAGAAATCTTCACCAGCCACTCCT 

GCCATCGAGGTCTTTGAAAAGATGAATCGAACGCATCTGTCT 

CCCACCTTAA 

>NALP7/Pyll"""""" ■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■ ■ ■ 

FFSLNLRSHT RSTMTSPQLE WTLQTLLEQL NEDELKSFKS LLWAFPLEDV LQKTPWSEVE 
EADGKKLAEI LVNTSSENWI RNATVNILEE MNLTELCKMA KAEMMEDGQV QEIDNPELGD 
AEEDSELAKP GEKEGWRNSM EKQSLWKNT FWQGDIDNFH DDVTLRNQRF I PFLNPRTPR 
KLTPYTWLH GPAGVGKTTL AKKCMLDWTD CNLSPTLRYA FYLSCKELSR MGPCSFAELI 
SKDWPELQDD IPSILAQAQR ILFWDGLDE LKVPPGALIQ DICGDWEKKK PVPVLLGSLL 
KRKMLPRAAL LVTTRPRALR DLQLLAQQPI YIRVEGFLEE DRRAYFLRHF GDEDQAMRAF 
ELMRSNAALF QLGSAPAVCW IVCTTLKLQM EKGEDPVPTC LTRTGLFLRF LCSRFPQGAQ 
LRGALRTLSL LAAQGLWAQM SVFHREDLER LGVQESDLRL FLDGDILRQD RVSKGCYSFI 
HLSFQQFLTA LFYALEKEEE EDRDGHAWDI GDVQKLLSGE ERLKNPDLIQ VGHFLFGLAN 
EKRAKELEAT FGCRMSPDIK QELLQCKAHL,. HANKPLSVTD LKEVLGCLYE SQEEELAKW 
VAPFKEISIH LTNTSEVMHC SFSLKHCQDL QKLSLQVAKG VFLENYMDFE LDIEFESSNS 
NLKFLEVKQS FLSDSSVRIL CDHVTRSTCH LQKVEIKNVT PDTAYRDFCL AFIGKKTLTH 
LTLAGHIEWE RTMMLMLCDL LRNHKCNLQY LRLGGHCATP EQWAEFFYVL KANQSLKHLR 
LSANVLLDEG AMLLYKTMTR PKHFLQMLSL ENCRLTEASC KDLAAVLWS KKLTHLCLAK 
NPIGDTGVKF LCEGLSYPDC KLQTLVLQQC SITKLGCRYL SEALQEACSL TNLDLSINQI 
ARGLWILCQA LENPNCNLKH LRLWSCSLMP FYCQHLGSAL LSNQKLETLD LGQNHLWKSG 
IIKLFGVLRQ RTGSLKILRL KTYETNLEIK KLLEEVKEKN PKLTIDCNAS GATAPPCCDF 
FC 

>NALP7/Pyll.cdna 

ttcttcagccttaacctaaggtctcatactcggagcactatgacatcgccccagctagag 
tggactctgcagacccttctggagcagctgaacgaggatgaattaaagagtttcaaatcc 
cttttatgggcttttcccctcgaagacgtgctacagaagaccccatggtctgaggtggaa 
gaggctgatggcaagaaactggcagaaattctggtcaacacctcctcagaaaattggata 
aggaatgcgactgtgaacatcttggaagagatgaatctcacggaattgtgtaagatggca 
aaggctgagatgatggaggacggacaggtgcaagaaatagataatcctgagctgggagat 
gcagaagaagactcggagttagcaaagccaggtgaaaaggaaggatggagaaattcaatg 
gagaaacaatctttggtctggaagaacaccttttggcaaggagacattgacaatttccat 
gacgacgtcactctgagaaaccaacggttcattccattcttgaatcccagaacacccagg 
aagctaacaccttacacggtggtgctgcacggccccgcaggcgtggggaaaaccacgctg 
gccaaaaagtgtatgctggactggacagactgcaacctcagcccgacgctcagatacgcg 
ttctacctcagctgcaaggagctcagccgcatgggcccctgcagttttgcagagctgatc 
tccaaagactggcctgaattgcaggatgacattccaagcatcctagcccaagcacagaga 
atcctgttcgtggtcgatggccttgatgagctgaaagtcccacctggggcgctgatccag 
gacatctgcggggactgggagaagaagaagccggtgcccgtcctcctggggagtttgctg 
aagaggaagatgttacccagggcagccttgctggtcaccacgcggcccagggcactgagg 
gacctccagctcctggcgcagcagccgatctacataagggtggagggcttcctggaggag 
gacaggagggcctatttcctgagacactttggagacgaggaccaagccatgcgtgccttt 
gagctaatgaggagcaacgcggccctgttccagctgggctcggcccccgcggtgtgctgg 
attgtgtgcacgactctgaagctgcagatggagaagggggaggacccggtccccacctgc 
ctcacccgcacggggctgttcctgcgtttcctctgcagccggttcccgcagggcgcacag 
ctgcggggcgcgctgcggacgctgagcctcctggccgcgcagggcctgtgggcgcagatg 
tccgtgttccaccgagaggacctggaaaggctcggggtgcaggagtccgacctccgtctg 
ttcctggacggagacatcctccgccaggacagagtctccaaaggctgctactccttcatc 
cacctcagcttccagcagtttctcactgccctgttctacgccctggagaaggaggaggag 
gaggacagggacggccacgcctgggacattggggacgtacagaagctgctttccggagaa 
gaaagactcaagaaccccgacctgattcaagtaggacacttcttattcggcctcgctaac 
gagaagagagccaaggagttggaggccacttttggctgccggatgtcaccggacatcaaa 
caggaattgctgcaatgcaaagcacatcttcatgcaaataagcccttatccgtgaccgac 
ctgaaggaggtcttgggctgcctgtatgagtctcaggaggaggagctggcgaaggtggtg 
gtggccccgttcaaggaaatttctattcacctgacaaatacttctgaagtgatgcattgt 
tccttcagcctgaagcattgtcaagacttgcagaaactctcactgcaggtagcaaagggg 
gtgttcctggagaattacatggattttgaactggacattgaatttgaaagctcaaacagc 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 02/40668 



PCT/EPO 1/1 2545 



14/45 



aacctcaagtttctggaagtgaaacaaagcttcctgagtgactcttctgtgcggattctt 
tgtgaccacgtaacccgtagcacctgtcatctgcagaaagtggagattaaaaacgtcacc 
cctgacaccgcgtaccgggacttctgtcttgctttcattgggaagaagaccctcacgcac 
ctgaccctggcagggcacatcgagtgggaacgcacgatgatgctgatgctgtgtgacctg 
ctcagaaatcataaatgcaacctgcagtacctgaggttgggaggtcactgtgccaccccg 
gagcagtgggctgaattcttctatgtcctcaaagccaaccagtccctgaagcacctgcgt 
ctctcagccaatgtgctcctggatgagggtgccatgttgctgtacaagaccatgacacgc 
ccaaaacacttcctgcagatgttgtcgttggaaaactgtcgtcttacagaagccagttgc 
aaggaccttgctgctgtcttggttgtcagcaagaagctgacacacctgtgcttggccaag 
aaccccattggggatacaggggtgaagtttctgtgtgagggcttgagttaccctgattgt 
aaactgcagaccttggtgttacagcaatgcagcataaccaagcttggctgtagatatctc 
tcagaggcgctccaagaagcctgcagcctcacaaacctggacttgagtatcaaccagata 
gctcgtggattgtggattctctgtcaggcattagagaatccaaactgtaacctaaaacac 
ctacgcctctggagctgctccctcatgcctttctattgtcagcatcttggatctgctctc 
ctcagcaatcagaagcttgaaactctggacctgggccagaatcatttgtggaagagtggc 
a t aa 1 1 aagc t c 1 1 tgggg 1 1 c t aagacaaagaac tggat cct tgaagat ac t cagg 1 1 g 
aagacctatgaaactaatttggaaatcaagaagctgttggaggaagtgaaagaaaagaat 
cccaagctgactattgattgcaatgcttccggggcaacggcacctccgtgctgtgacttt 



1.12 >NALP8/Pyl2 ■■■■■■■■■■■■■■■■■■■ 

MSDVNPPSDT PIPFSSSSTH SSHILPWTFS CYPGSPCENG VMLYMRNVSH EELQRFKQLL 
LTELSTGTMP ITWDQVETAS WAEWHLLIE RFPGRRAWDV TSNIFAIMNC DKMCVLVRRE 
INAILPTLEP EDLNVGETQV NLEEGESGKI RRYKSNVMEK FFPIWDITTW PGNQRDFFYQ 
GVHRHEEYLP CLLLPKRPQG RQPKTVAIQG APGIGKTILA KKVMFEWARN KFYAHKRWCA 
FYFHCQEVNQ TTDQSFSELI EQKWPGSQDL VSKIMSKPDQ LLLLLDGFEE LTSTLIDRLE 
DLSEDWRQKL PGSVLLSSLL SKTMLPEATL LIMIRFTSWQ TCKPLLKCPS LVTLPGFNTM 
EKIKYFQMYF GHTEEGDQVL SFAMENTILF SMCRVPWCW MVCSGLKQQM ERGNNLTQSC 
PNATSVFVRY ISSLFPTRAE NFSRKIHQAQ LEGLCHLAAD SMWHRKWVLG KEDLEEAKLD 
QTGVTAFLGM SILRRIAGEE DHYVFTLVTF QEFFAALFYV LCFPQRLKNF HVLSHVNIQR 
LIASPRGSKS YLSHMGLFLF GFLNEACASA VEQSFQCKVS FGNKRKLLKV IPLLHKCDPP 
SPGSGVPQLF YCLHEIREEA FVSQALNDYH KWLRIGNNK EVQVSAFCLK RCQYLHEVEL 
TVTIxMFMNVW KLSSSSHPGS E 

>NALP8/Pyl2 Py8 . dna 

gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtcttg 
agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 
atggtctgctctggtctgaaacagcaaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 
ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctagcttgtttcccaccagagctgag 
aacttttccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctgtgtcacttggccgcagac 
agcatgtggcacaggaaatgggtgttaggtaaagaagatcttgaggaagccaagctggat 
cagacgggagtcaccgccttccttggcatgagtattcttcggagaattgcaggtgaggaa 
gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaattttttgcggccttgttttatgtt 
ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttgagccacgtgaatatccagcgc 
ctgatagcgagtcccagaggaagcaaaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 
ggttttctgaacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 
ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 
tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 
tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 
gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 
accgtcaccctgaacttcatgaacgtgtggaagctcagctccagctcccatcctggctct 
gacctaaggcgtgtgaatagcaccatgttgaaccaggacttaatcggtgttttgacgggg 
aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggaagtggagtccaaagctgtgaag 
cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtctgcagtgtctcaggttggaagac 
tgcttggccacccctagaatttggactgatcttggcaataatcttcaaggtaacgggcat 
ctaaagactctcatactaagaaaaaactccctggagaactgtggggcgtattacctgtct 
gtggcccagctggagaggctgtcgcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 
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aacgccttgaaagatgaaggggccaagcatatttggaatgccctgccacacctgagatgt 

cctctgcagaggctggtactgagaaagtgtgacttgacctttaattgctgtcaggatatg 

atctctgcgctctgtaaaaataaaaccctgaaaagtcttgacctaagttttaatagcctg 

aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgaagaaccctgactgtacattacag 

atcctggagctggaaaactgcctgttcacctccatctgctgccaggccatggcttccatg 

ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 

ggtattctgaccttgtgcgaggccttctcaagccaaaagaagagagaagaggtcattttc 

actattcacaatagccaagatttggaagcacctaagtgtccatcaacagatgaatggata 

aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 

tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 

ttaccaaagaatccacttttcccccaaaacctgagctctcagccttgtatcaagatggaa 

ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 

aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 

tgctctattccacagtttgaaatcgagaatgccaacgtggaatgtctggcactcctcttg 

catgagtattatggagcatcgctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg 

aacctgcgaaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 

cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaatttcacaa 

gctgtgcaacaagatagtgccacagctgcagagacaaaagaacaagaaatttcacaagct 

atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaagaaatttcacaagctatg 

gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 

gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagtttt 

gaaaacactgctgctgactggccggaaatgcaaacgttggctggtgcttttgattcagac 

c 99tggg9cttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 

gctctagccagaaggatcgtgctgtgctgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 

tcctacgtcttcttcctccccgttagagagatgcagcggaagaaggagagcagtgtcaca 

gagttcatctccagggagtggccagactcccaggctccggtgacggagatcatgtcccga 

ccagaaaggctgttgttcatcattgacggtttcgatgacctgggctctgtcctcaacaat 

gacacaaagctctgcaaagactgggctgagaagcagcctccgttcaccctcatacgcagt 

ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 

acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 

ggggaacaaagaatccacttgctccttgagcgcgggattggtgagcatcagaagacacaa 

gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg 

ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 

ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgtttcatcagctcacccctcga 

ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgcttctgccgt 

atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 

caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacatgaacatccttctcccagac 

agccactgtgaggagtactacaccttcttccacctcagtctccaggacttctgtgccgcc 

ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtacgttgag 

aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctttggatg 

aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 

ggctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 

cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 

actcaagacaaagagtttgttcgcttggcattaaacagcttccaagaagtgtggcttccg 

attaaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactgtccgtatttg 

cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttcccaagagatgagtccgctgaggcatgt 

cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 

tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 

acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccaagctgaggcatcccacctgcaagatacag 

accctgatgtttagaaatgcacagattacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 

atggccaaccgtaacctaagatccctcaacttgggaggcacccacctgaaggaagaggat 

gtaaggatggcgtgtgaagccttaaaacacccaaaatgtttgttggagtctttgaggctg 

gattgctgtggattgacccatgcctgttacctgaagatctcccaaatccttacgacctcc 

cccagcctgaaatctctgagcctggcaggaaacaaggtgacagaccagggagtaatgcct 

ctcagtgatgccttgagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 

ggcatcacagccacgggttgccagagtctggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 

acacacctgtgcctatccaacaacagcctggggaacgaaggtgtaaatctactgtgtcga 

tccatgaggcttccccactgtagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 
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acggctggctgtggttttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgacgcacctg 
agccttagcatgaaccctgtggaagacaatggcgtgaagcttctgtgcgaggtcatgaga 
gaaccatcttgtcatctccaggacctggagttggtaaagtgtcatctcaccgccgcgtgc 
tgtgagagtctgtcctgtgtgatctcgaggagcagacacctgaagagcctggatctcacg 
gacaatgccctgggtgacggtggggttgctgcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 
agtgttctgacgagactcgggttgaaggcatgtggactgacttctgattgctgtgaggca 
ctctccttggccctttcctgcaaccggcatctgaccagtctaaacctggtgcagaataac 
ttcagtcccaaaggaatgatgaagctgtgttcggcctttgcctgtcccacgtctaactta 
cagataattggcaatgactctgaagaaaatgacgttcttcgagaatctgctctagtagtt 
ttgcttaaagtcactgtttccaagaacctatcaatgacattaagggagaacttactgtac 
ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 
actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggaagctgctggaggaagtg 
cagctactcaagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattcttttgatgaagatgac 
cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatg 
gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacattccgtttggatagaagcactgct 
gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 
gacgtccctgcttttacctgccaggtaagagatgaagtaggtatccttgttcacaacagc 
caaaaggtgcagacaacccacgtgtctatcagcagatga 

>NALP9/Pyl3 

MAESFFSDFG LLWYLKELRK EEFWKFKELL KQPLEKFELK PIPWAELKKA SKEDVAKLLD 
KHYPGKQAWE VTLNLFLQIN RKDLWTKAQE EMRRSILASL FGGSSRGAQL LFCPRWKDLP 
LWAKWIVFD PGETFRTDAY GAVREEVDTH PAGHISRISP GATNGVTDIT ARIiSSRPGSI 
LSA 

>NALP9/Pyl3 . cdna 

atggcagaatcttttttttcggattttggcttgttgtggtatctgaaggagctcagaaag 
gaagagttttggaaatttaaggagctcctcaaacaacctttggagaaatttgaactcaag 
ccaatcccctgggctgagctgaagaaggcctccaaagaagatgtagcaaagctgctggac 
aaacattacccaggaaagcaggcatgggaggtaacactgaacctgtttctacagatcaat 
aggaaagatctctggacaaaggctcaggaagagatgagaagaagcattcttgcgagcttg 
tttggaggttctagtaggggagcacagcttctcttctgcccgcgatggaaggaccttcct 
ctatgggcaaaggttgtcatcgtctttgacccaggggagactttcaggacggacgcatat 
ggagcagtgagggaggaagtggacacccacccagctggccacatcagccgaattagccct 
9gggcgaccaatggggtgacagacatcacagccaggttgtcctcacgtcctggaagcatt 
ctttctgcataa 



11^ >NALP10/Pyl4 

MAMAKARKPR EALLWALSDL EENDFKKLKF YLRDMTLSEG QPPLARGELE GLIPVDLAEL 
LISKYGEKEA VKWUCGIiKV MNLiLE LVDQL SHICLHGVGW HWKDNSRQKK VUDWATGTLY 
PGRFDYVFYV SCKEWLLLE SKLEQLLFWC CGDNQAPVTE ILRQPERLLF ILDGFDELQR 
PFEEKLKKRG LSPKESLLHL LIRRHTLPTC SLLITTRPLA LRNLEPIiLKQ ARHVHILGFS 
EEERARYFSS YFTDEKQADR AFDIVQKNDI LYKACQVPGI CWWCSWLQG QMERGKWLE 
TPRNSTDIFM AYVSTFLPPD DDGGCSELSR HRVLRSLCSL AAEGIQHQRF LFEEAELRKH 
NLDGPRLAAF LSSNDYQLGIi AIKKFYSFRH ISFQDFFHAM SYLVKEDQSR LGKESRREVQ 
RLLEVKEQEG NDEMTLTMQF LLDISKKDSF SNLELKFCFR ISPCIAQDLK HFKEQMESMK 
HNRTWDLEFS LYEAKIKNLV KVFR 

>NALP10/Pyl4 

atggccatggccaaggccagaaagccccgggaggcattgctctgggccttgagtgacctt 
gaggagaacgatttcaagaagttaaagttctacttacgggatatgaccctgtctgagggc 
cagcccccactggccagaggggagttggagggcctgattccggtggacctggcagaatta 
ctgatttcaaagtatggagaaaaggaggctgtgaaagttgtcctcaagggcttgaaggtc 
atgaacctgttggaacttgtggaccagctcagccatatttgtctgcatggggtcggctgg 
cactggaaagacaactctcgccagaaaaaggtgttggactgggccaccggtactctgtac 
ccaggccggtttgattatgtcttttatgtaagctgcaaagaagtggtcctgctgctggag 
agcaaactggagcagctccttttctggtgctgcggggacaatcaagcccctgtcacagag 
attctqaqqcaqccaqaqcqqctcctqttcatcctqgatggctttgatgagctgcagagg 
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ccctttgaagaaaagttgaagaagaggggtttgagtcccaaggagagcctgctgcacctt 

ctaattaggagacatacactccccacgtgctcccttctcatcaccacccggcccctggct 

ttgaggaatctggagcccttgctgaaacaagcacgtcatgtccatatcctaggcttctct 

gaggaggagagggcgaggtacttcagctcctatttcacggatgagaagcaagctgaccgt 

gccttcgacattgtacagaaaaatgacattctctacaaagcgtgtcaggttccaggcatt 

tgctgggtggtctgctcctggctgcaggggcagatggagagaggcaaagttgtcttagag 

acacctagaaacagcactgacatcttcatggcttacgtctccacctttctgccgcccgat 

gatgatgggggctgctccgagctttcccggcacagggtcctgaggagtctgtgctcccta 

gcagctgaagggattcagcaccagaggttcctatttgaagaagctgagctcaggaaacat 

aatttagatggccccaggcttgccgctttcctgagtagtaacgactaccaattgggactt 

gccatcaagaagttctacagcttccgccacatcagcttccaggacttttttcatgccatg 

tcttacctggtgaaagaggaccaaagccggctggggaaggagtcccgcagagaagtgcaa 

aggctgctggaggtaaaggagcaggaagggaatgatgagatgaccctcactatgcagttt 

ttactggacatctcgaaaaaagacagcttctcgaacttggagctcaagttctgcttcaga 

atttctccctgtttagcgcaggatctgaagcattttaaagaacagatggaatctatgaag 

cacaacaggacctgggatttggaattctccctgtatgaagctaaaataaagaatctggta 
aaagtattcagatga 

>NALP11/Pyl5 

MAESDSTDFD LLWYLENLSD KEFQSFKKYL ARKILDFKLP QFPLIQMTKE ELANVLPISY 
EGQYIWNMLF SIFSMMRKED LCRKIIGRRN HVFYILQLAY DSTSYYSANN LNVFLMGERA 
SGKTIVINLA VLRWIKGEMW QNMISYWHL TSHEINQMTN SSLAELIAKD WPDGQAPIAD 
ILSDPKKLLF ILEDLDNIRF ELNVNESALC SNSTQKVPIP VLLVSLLKRK MAPGCWFLIS 
SRPTRGNNVK TFLKEVDCCT TLQLSNGKRE IYFNSFFKDR QRASAALQLV HEDEILVGLC 
RVAILCWITC TVLKRQMDKG RDFQLCCQTP TDLHAHFLAD ALTSEAGLTA NQYHLGLLKR 
LCLLAAGGLF LSTLNFSGED LRCVGFTEAD VSVLQAANIL LPSNTHKDRY KFIHLNVQEF 
CTAIAFLMAV PNYLIPSGSR EYKEKREQYS DFNQVFTFIF GLLNANRRKI LETSFGYQLP 
MVDSFKWYSV GYMKHLDRDP EKLTHHMPLF YCLYENREEE FVKTIVDALM EVTVYLQSDK 
DMMVSLYCLD YCCHLRTLKL SVQRIFQNKE PLIRPTARLS YVSTASGFED LLKALARNRS 
LTYLSINCTS ISLNMFSLLH DILHEPTCQI SHLX 

>NALP11/Pyl5 . cdna 

atggcagaatcggattctactgactttgacctgctgtggtatctagagaatctcagtgac 
aaggaatttcagagttttaagaagtatctggcacgcaagattcttgattfccaaactgcca 
cagtttccactgatacagatgacaaaagaagaactggctaacgtgttgccaatctcttat 
gagggacagtatatatggaatatgctcttcagcatattttcaatgatgcgtaaggaagat 
ctttgtaggaagatcattggcagacgaaaccatgtgttctacatacttcaattagcctat 
gattctaccagctattattcagcaaacaatctcaatgtgttcctgatgggagagagagca 
tctggaaaaactattgttataaatctggctgtgttgaggtggatcaagggtgagatgtgg 
cagaacatgatctcgtacgtcgttcacctcacttctcacgaaataaaccagatgaccaac 
agcagcttggctgagctaatcgccaaggactggcctgacggccaggctcccattgcagac 
atcctgtctgatcccaagaaactccttttcatcctcgaggacttggacaacataagattc 
gagttaaatgtcaatgaaagtgctttgtgtagtaacagcacccagaaagttcccattcca 
gttctcctggtcagtttgctgaagagaaaaatggctccaggctgctggttcctcatctcc 
tcaaggcccacacgtgggaataatgtaaaaacgttcttgaaagaggtagattgctgcacg 
accttgcagctgtcgaatgggaagagggagatatattttaactctttctttaaagaccgc 
cagagggcgtcggcagccctccagcttgtacatgaggatgaaatactcgtgggtctgtgc 
cgagtcgccatcttatgctggatcacgtgtactgtcctgaagcggcagatggacaagggg 
cgtgacttccagctctgctgccaaacacccactgatctacatgcccactttcttgctgat 
gcgttgacatcagaggctggacttactgccaatcagtatcacctaggtctcctaaaacgt 
ctgtgtttgctggctgcaggaggactgtttctgagcaccctgaatttcagtggtgaagac 
ctcagatgtgttgggtttactgaggctgatgtctctgtgttgcaggccgcgaatattctt 
ttgccgagcaacactcataaagaccgttacaagttcatacacttgaacgtccaggagttt 
tgtacagccattgcatttctgatggcagtacccaactatctgatcccctcaggcagcaga 
gagtataaagagaagagagaacaatactctgactttaatcaagtgtttactttcattttt 
ggtcttctaaatgcaaacaggagaaagattcttgagacatcctttggataccagctaccg 
atggtagacagcttcaagtggtactcggtgggatacatgaaacatttggaccgtgacccg 
gaaaagttgacgcaccatatgcctttgttttactgtctctatgagaatcgggaagaagaa 
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tttgtgaagacgattgtggatgctctcatggaggttacagtttaccttcaatcagacaag 
gatatgatggtctcattatactgtctggattactgctgtcacctgaggacacttaagttg 
agtgttcagcgcatctttcaaaacaaagagccacttataaggccaactgctaggttgtcc 
tatgtctcgactgcttctggttttgaagacttactcaaggctttggctcgtaatcggagc 
ctgacatacctgagtatcaactgtacgtccatttccctaaatatgttttcacttctgcat 
gacatcctgcacgagcccacatgccaaataagtcatctgagn 



1.16 >P Y 16 (mouse) 

MASFFSDFGLMWYLEELNKKEFMKFKEFLKQEILQLRLKQISWTEVK^ 
HYEEKKAWDMTFKIFQKMNRKDLMERAGREIAGLSNTGPPDRYEAPN^ 
EMMHLTLKRLQAPGNLEAR I PMVI EATWFKKTGE PDAIALEVELQMGPDLSCI L PNVS A 
YRVLDI VLPEDPAI PLLGI YPEDVPTVRPGYPKTAEEQDSDLKSHLMKI I EDFKE I INNS 
LKEI QENSGKQV 

>Pyl6 .dna 

atggcttcttttttttctgattttggccttatgtggtacttagaagagctaaacaagaaa 
gaat t ca tgaagt 1 1 aaggaat t cc tcaaacaggaga 1 1 1 tgcag t tgagac tgaaacag 
atttcttggaccgaagtgaagaaggcatctcgtgaagaccttgccaacttactgttgaaa 
cattatgaggagaagaaagcctgggatatgaccttcaaaatcttccagaagatgaatagg 
aaggatctcatggagagggcaggaagagagattgctggtctctcaaacactggaccacca 
gacagatatgaggcccccaacacacatacagtagaggacttccaggtctgtgttcattca 
gagatgatgcacctaaccctcaagagactgcaggccccagggaatttagaggccaggatt 
ccaatggtcatagaagcaactgttgtattcaagaaaactggggagcctgatgctattgcc 
ttggaagtggaacttcagatgggacctgatttgtcatgcatattacccaatgtgtcggct 
taccgagtattggacatagtactaccggaggatcccgcaatacctctcctgggcatatat 
ccagaagatgttccaaccgtaagaccaggctaccctaaaacagctgaagaacaagattct 
gacctaaaatcccatctcatgaagataatagaagactttaaggagattataaacaattca 
c 1 1 aaagaaa t acaggaaaac t caggcaaacagg t a t aa 



1.17 >NALP13/Pyl7 

MYEFYIHKGY DDVSSDNSRE KIKGEPSECE LGHFPRIPWA NLRAADPLNL SFLLDEHFPK 
GQAWKWLGI FQTMNLTSLC EKVRAEMKEN VQTQEIjQDPT QEDLEMLEAA AGNMQTQGCQ 
DPNQEELDEL EEETGNVQAQ GCQDPNQEEP EMLEEADHRR KYRENMKAEL LETWDNISWP 
KDHVYIRNTS KDEHEELQRL LDPNRTRAQA QTIVLVGRAG VGKTTLAMRA MLHWANGVLF 
QQRFSYVFYIi SCHKIRYMKE TTFAELISLD WPDFDAPIEE FMSQPEKLLF IIDGFEEIII 
SESRSESLDD GSPCTDWYQE LPVTKILHSL LKKELVPLAT LLITIKTWFV RDLKASLVNP 
CFVQITGFTG DDLRVYFMRH FDDSSEVEKI LQQLRKNETI. FHSCSAPMVC WTVCSCLKQP 
KVRYYDLQSI TQTTTSLYAY FFSNLFSTAE VDLADDSWPG QWRALCSLAI EGLWSMNFTF 
NKEDTEIEGL EVPFIDSLYE FNILQKINDC GG CTTFTHLS FQEFFAAMSF VLEEPREFPP 
HSTKPQEMKM LLQHVLLDKE AYWTPWLFF FGLLNKNIAR ELEDTLHCKI SPRVMEELLK 
WGEELX 

>NALP13 /Pyl7 . cdna 

atgagtgacgtgaatccaccctctgacacccccattcccttttcatcctcctccactcac 
agttctcatattccgccctggacattctcttgctaccccggctccccatgtgaaaatggg 
gtcatgctgtacatgagaaacgtgagccatgaggagctacaacggttcaagcagctctta 
ctgactgagctcagtactggcaccatgcccatcacctgggaccaggtcgagac age cage 
tgggcagaggtggttcatctcttgatagagcgtttccctggacgacgcgcttgggatgtg 
acttcgaacatctttgccattatgaactgtgataaaatgtgtgttgtagtccgcagagag 
ataaatgccattctgcctaccttggaaccagaggacttgaatgtgggagaaacacaggtg 
aatctggaggaaggagaatctggtaaaatacggcggtataaatcgaatgtgatggaaaag 
tttttccccatatgggacattacgacttggcctggaaaccagagggacttcttctaccaa 
ggtgtacacaggcacgaggagtacttaccatgtctgcttctgcccaaaagaccccagggt 
agacagcccaagaccgtggccatacagggagctcctgggatcggaaaaacaatcctggcc 
aaaaaggtgatgtttgagtgggccagaaacaagttctacgcccacaagcgctggtgtgct 
ttctacttccattgccaagaggtgaaccagacgacagaccagagcttctccgagctgatt 
gagcaaaagtggcctggatctcaggacctcgtgtcaaagattatgtccaaacccgaccaa 
cttctgctgctcttggatggctttgaggagctcacatctaccctcattgacagactggag 
gacctgagtgaagactggaggcagaaattgcctgggtctgtcctactgagcagtttgctg 
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agcaaaacgatgcttccagaggccacgctactgatcatgataagatttacctcttggcag 

acatgcaagcccttgctgaaatgtccctctctcgtaacccttccggggtttaatacgatg 

gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtcttg 

agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 

atggtctgctctggtctgaaacagcaaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 

ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctagcttgtttcccaccagagctgag 

aacttttccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctgtgtcacttggccgcagac 

agcatgtggcacaggaaatgggtgttaggtaaagaagatcttgaggaagccaagctggat 

cagacgggagtcaccgccttccttggcatgagtattcttcggagaattgcaggtgaggaa 

gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaattttttgcggccttgttttatgtt 

ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttgagccacgtgaatatccagcgc 

ctgatagcgagtcccagaggaagcaaaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 

ggttttctgaacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 

ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 

tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 

tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 

gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 

accgtcaccctgaacttcatgaacgtgtggaagctcagctccagctcccatcctggctct 

gacctaaggcgtgtgaatagcaccatgttgaaccaggacttaatcggtgttttgacgggg 

aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggaagtggagtccaaagctgtgaag 

cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtctgcagtgtctcaggttggaagac 

tgcttggccacccctagaatttggactgatcttggcaataatcttcaaggtaacgggcat 

ctaaagactctcatactaagaaaaaactccctggagaactgtggggcgtattacctgtct 

gtggcccagctggagaggctgtcgcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 

aacgccttgaaagatgaaggggccaagcatatttggaatgccctgccacacctgagatgt 

cctctgcagaggctggtactgagaaagtgtgacttgacctttaattgctgtcaggatatg 

atctctgcgctctgtaaaaataaaaccctgaaaagtcttgacctaagttttaatagcctg 

aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgaagaaccctgactgtacattacag 

atcctggagctggaaaactgcctgttcacctccatctgctgccaggccatggcttccatg 

ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 

ggtattctgaccttgtgcgaggccttctcaagccaaaagaagagagaagaggtcattttc 

actattcacaatagccaagatttggaagcacctaagtgtccatcaacagatgaatggata 

aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 

tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 

ttaccaaagaatccacttttcccccaaaacctgagctctcagccttgtatcaagatggaa 

ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 

aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 

tgctctattccacagtttgaaatcgagaatgccaacgtggaatgtctggcactcctcttg 

catgagtattatggagcatcgctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg 

aacctgcgaaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 

cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaatttcacaa 

gctgtgcaacaagatagtgccacagctgcagagacaaaagaacaagaaatttcacaagct 

atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaagaaatttcacaagctatg 

gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 

gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagtttt 

gaaaacactgctgctgactggccggaaatgcaaacgttggctggtgcttttgattcagac 

cggtggggcttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 

gctctagccagaaggatcgtgctgtgctgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 

tcctacgtcttcttcctccccgttagagagatgcagcggaagaaggagagcagtgtcaca 

gagttcatctccagggagtggccagactcccaggctccggtgacggagatcatgtcccga 

ccagaaaggctgttgttcatcattgacggtttcgatgacctgggctctgtcctcaacaat 

gacacaaagctctgcaaagactgggctgagaagcagcctccgttcaccctcatacgcagt 

ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 

acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 

ggggaacaaagaatccacttgctccttgagcgcgggattggtgagcatcagaagacacaa 

gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg 

ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 

ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgtttcatcagctcacccctcga 
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ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgcttctgccgt 

atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 

caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacatgaacatccttctcccagac 

agccactgtgaggagtactacaccttcttccacctcagtctccaggacttctgtgccgcc 

ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtacgttgag 

aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctttggatg 

aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 

ggctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 

cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 

actcaagacaaagagtttgttcgcttggcattaaacagcttccaagaagtgtggcttccg 

attaaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactgtccgtatttg 

cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttcccaagagatgagtccgctgaggcatgt 

cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 

tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 

acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccaagctgaggcatcccacctgcaagatacag 

accctgatgtttagaaatgcacagattacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 

atggccaaccgtaacctaagatccctcaacttgggaggcacccacctgaaggaagaggat 

gtaaggatggcgtgtgaagccttaaaacacccaaaatgtttgttggagtctttgaggctg 

gattgctgtggattgacccatgcctgttacctgaagatctcccaaatccttacgacctcc 

cccagcctgaaatctctgagcctggcaggaaacaaggtgacagaccagggagtaatgcct 

ctcagtgatgccttgagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 

ggcatcacagccacgggttgccagagtctggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 

acacacctgtgcctatccaacaacagcctggggaacgaaggtgtaaatctactgtgtcga 

tccatgaggcttccccactgtagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 

acggctggctgtggttttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgacgcacctg 

agccttagcatgaaccctgtggaagacaatggcgtgaagcttctgtgcgaggtcatgaga 

gaaccatcttgtcatctccaggacctggagttggtaaagtgtcatctcaccgccgcgtgc 

tgtgagagtctgtcctgtgtgatctcgaggagcagacacctgaagagcctggatctcacg 

gacaatgccctgggtgacggtggggttgctgcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 

agtgttctgacgagactcgggttgaaggcatgtggactgacttctgattgctgtgaggca 

ctctccttggccctttcctgcaaccggcatctgaccagtctaaacctggtgcagaataac 

ttcagtcccaaaggaatgatgaagctgtgttcggcctttgcctgtcccacgtctaactta 

cagataattggcaatgactctgaagaaaatgacgttcttcgagaatctgctctagtagtt 

ttgcttaaagtcactgtttccaagaacctatcaatgacattaagggagaacttactgtac 

ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 

actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggaagctgctggaggaagtg 

cagctactcaagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattcttttgatgaagatgac 

cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatg 

gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacattccgtttggatagaagcactgct 

gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 

gacgtccctgcttttacctgccaggtaagagatgaagtaggtatccttgttcacaacagc 

caaaaggtgcagacaacccacgtgtctatcagcagatga 

1 . 18 >NALP14/lY18""(mouse"""" ■■■■■■»■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■! 

MGASLWYGPQ WPVTGDQKF CLTLTPAHLA DFGFIWYWKE LNKIEFMYFK ELLIHEILQM 
GLKQISWTEV KEASREDLAI LLVKHCDGNQ AWDTTFRVFQ MIGRNVITNR ATGEIAAHST 
IYRAHLKEKL THDCSRKFNI SIQNFFQDEY DHLENLLVPN GTENNPKMW LQGVAGIGKT 
ILLKNLMIVW SEGLVFQNKF SYIFYFCCHD VKQLQTASLA DLISREWPSP SAPMEEILSQ 
PEKLLFIIDS LEGMEWNVTQ QDSQLCYNCM EKQPVNVLLS SLLRKKILPE SSLLISTSCE 
TFKDLKDWIE YTNVRTITGF KENNINMCFH SLFQDRNIAQ EAFSLIRENE QLFTVCQAPV 
VCYMVATCLK NEIESGKDPV SICRRTTSLY TTHILNLFIP HNAQNPSNNS EDLLDNLCFL 
AVEGMWTDIS VFNEEALRRN GIMDSDIPTL LDIGILEQSR ESENSYIFLH PSVQEFCAAM 
FYLLHSEMDH SCQGVYFIET FLFTFLNKIK KQWVFLGCFF FGLLHETEQE KLEAFFGYHL 
SKELRRQLFL WLELLLDTLH PDVKKINTMK FFYCLFEMEE EVFVQSAMNC REQIDVWKG 
YSDFIVAAYC LSHGSALTDF SISAQMC 
>NAIiPi4/Pi8.cdna (mouse) 

atgggtgcctccttatggtatgggcctcaagttgtaccagtcactggtgatcaaaagttc 
tgcctcacccttaccccagcacatcttgcagattttggctttatatggtactggaaagag 
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ctaaacaagatagaattcatgtattttaaggaattactcatacatgaaattctgcaaatg 
ggtctaaaacagatttcttggactgaagtaaaggaagcatctcgggaagaccttgccatc 
ttactggtaaaacattgtgacgggaatcaagcctgggatacgaccttcagagtcttccag 
atgattgggaggaatgttatcactaatagggcaacaggagagattgctgcacactcaaca 
atatatcgagctcatttaaaggagaagctgacccatgattgttctagaaagttcaacatc 
agtattcagaatttcttccaggatgaatatgatcatcttgagaaccttcttgtaccaaat 
ggaactgaaaacaatccaaagatggttgtcctgcaaggtgtagctggaattggcaagact 
attctgttaaaaaatttaatgattgtctggtcagaaggcctggtatttcagaacaaattc 
tcttatatcttctacttctgctgtcatgatgtgaagcaattgcagacagcaagcctggct 
gatctgatctccagagagtggcctagcccctcagctcccatggaggagatcctatcccaa 
cctgagaaactcttattcatcattgacagcttagaagggatggaatggaatgttacccaa 
caggattcgcagctgtgttacaattgcatggagaagcagccagtaaatgtattgctgagc 
agtttgctcaggaagaagatactccctgaatcatctctcctcatctccactagttgtgag 
acttttaaggatttgaaggactggattgagtacacaaatgtgagaacaataaccggattc 
aaggaaaacaatattaatatgtgtttccacagcttgttccaagataggaacattgcccag 
gaggccttcagtttgataagagaaaatgagcagctgttcactgtatgtcaggcccctgtg 
gtctgctacatggtggctacttgtcttaaaaatgagatagagagtggaaaagacccagtc 
tccatctgccgacgtaccacctccctgtataccactcacatcttaaatttgttcattccc 
cacaatgcccaaaatccaagtaacaatagcgaagacctgctggataacttgtgttttcta 
gctgtagagggcatgtggactgatatatctgtgtttaatgaggaggctctaaggagaaat 
gggatcatggattctgacatccccacactgctggatattggaattcttgagcagagcagg 
gaatctgaaaattcttacatattcctccacccgtctgtccaggagttctgtgcggccatg 
ttttatctgctacatagtgaaatggatcactcttgtcagggtgtttactttatagaaaca 
ttcctgtttacttttctaaacaagatcaaaaaacagtgggtttttttgggctgtttcttc 
tttggtcttttacatgaaacagaacaagaaaagctggaggcattttttggctaccactta 
tctaaagaattaaggcgacagttgtttttgtggctggaactcctattggacactttacat 
cctgacgtaaaaaaaataaataccatgaagttcttttactgtctgtttgagatggaagag 
gaagtctttgtacagtcagcaatgaactgtagggaacagattgacgttgtggttaagggt 
tattctgattttattgttgctgcctactgcttaagccatggctctgcactgacagacttc 
tccatttcagctcaaatgtgctga 



j 19 >NALP15/Pyl9.hs 

LEELKKEEFRKFKEHLKQMTLQLELKQIPWTE^ 
DRKDIaCMKVMRERTGYT 

XYTKTYQAHA KQKFSRLWSS KSVTEIHLYF EEEVKQEECD HLDRLFAPKE AGKQPRTVI I 
QGPQGIGKTT LLMKLMMAWS DNKIFRDRFL YTFYFCCREL RELPPTSLAD LISREWPDPA 
APITEIVSQP ERLLFVIDSF EELQGGLNEP DSDLCGDLME KRPVQVLLSS LLRKKMLPEA 
SLLIAIKPVC PKELRDQVTI SEIYQPRGFN ESDRLVYFCC FFKDPKRAME AFNLVRESEQ 
LFSICQIPLL, CWILCTSLKQ EMQKGKDLAL TCQSTTSVYS SFVFNLFTPE GAEGPTPQTQ 
HQLKALCSLA AEGMWTDTFE FCEDDLRRNG WDADIPALL GTKILLKYGE RESSYVFLHY 
CIQEFCAALF YLLKSHLDHP HPAVRCVQEL LVANFEKARR AHWIFLGCFL TGLLNKKEQE 
KLDAFFGFQL SQEIKQQIHQ CLKSLGERGN PQGQVDSLAI FYCLFEMQDP AFVKQAVNLL 
QEANFHIIDN VDLWSAYCL KYCSSLRKLC FSVQNVFKKE DEHSSTSDYS LICWHHICSV 
LTTSGHLREL QVQDSTLSES TFVTWCNQLR HPSCRLQKLG INNVSFSGQS VLLFEVLFYQ 
PDLKYLSFTL TKLSRDDIRS LCDALNYPAG NVKELALVNC HLSPIDCEVL AGLLTNNKKL 
TYLNVSCNQL DTGVPLLCEA LCSPDTVLVY LMLAFCHLSE QCCEYISEML LRNKSVRYLD 
LSANVLKDEG LKTLCEALKH PDCCLDSLCL VKCFITAAGC EDLASALISN QNLKILQIGC 
NEIGDVGVQIi LCRALTHTDC RXiEILGLEEC GLTSTCCKDL ASVLTCSKTL QQLNLTTiNTL 
DHTGVWLCE ALRHPECALQ VLGLRKTDFD EETQALLTAE EERNPNLTIT DDCDTITRVE 
I 

>NALP15.hs.dna (partial) 

gcccccgcga aacctcacgc cccccccaac tacggcagta cgagccggtt aaatcggacg 
agattatcat gttctggtca cgtctcttga ggattggtat ctctgctcca gaaaagatgg 
cagcctcttt ctgctctgat ttggtcttat gtggtatctg gaggagctca aaaaggagga 
gttcaggaaa tttaaagaac atctcaagca aatgacttgc agctgaactc aagcagattc 
cctggactga ggtcaaaaaa agcatcccgg gaagaacttg caaacctctt gatcaagcac 
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tatgaagaac aacaagcttg gaacataacc ttaagaatct ttcaaaagat ggatagaaag 

gatctctgca tgaaggtcat gagggagaga acaggataca caaagaccta tcaagctcac 

gcaaagcaga aattcagccg cttatggtcc agcaagtctg tcactgagat tcacctatac 

tgtgaggagg aagtcaagca agaagaatgt gaccatttgg accgcctttt tgctcccaag 

gaaactggga aacagccacg tacagtgatt attcaaggac cacaaggaac tcggaaaaaa 

cgacactcct gatgaagctg atgatggcct ggtcggacaa caagatcttt cgggataggt 
tcgtgtacac gtgctatttc tgctgcagag aactgagg 
1 . 20 ^IH^ff^^ 

MTSVRCKLAQ YLEDLEDVDL KKFKMHLEDY PPEKGCIPVP RGQMEKADHL DLATLMIDFN 
GEEKAWAMAV WIFAAINRRD LWEKAKKDQP EWNDTCTSHS SMVCQEDSLE EEWMGLLGYL 
SRISICKKKK DYCKMYRRHV RSRFYSIKDR NARLGESVDL NSRYTQLQLV KEHPSKQERE 
HELLTIGRTK MRDSPMSSLK LELLFEPEDG HSEPVHTWF QGAAGIGKTI LARKIMLDWA 
LGKLFKDKFD YLFFIHCREV SLRTPRSLAD LIVSCWPDPN PPVCKILRKP SRILFLMDGF 
DELQGAFDEH IGEVCTDWQK AVRGDILLSS LIRKKLLPKA SLLITTRPVA LEKLQHLLDH 
PRHVEILGFS EAKRKEYFFK YFSNELQARE AFRLIQENEV LFTMCFIPLV CWIVCTGLKQ 
QMETGKSLAQ TSKTTTAVYV FFLSSLLQSR GGIEEHLFSD YLQGLCSLAA. DGIWNQKILF 
EECDLRKHGIi QKTDVSAFLR MNVFQKEVDC ERFYSFST 

>NALP12/Py20 . cdna 

atgacgagtgtccgttgcaagctggctcagtatctagaggaccttgaagatgtggacctc 
aagaaattcaaaatgcatttggaagattacccgcccgagaaaggctgtatcccagtcccc 
aggggccagatggagaaggcagatcacttggatctagccacactcatgattgacttcaat 
ggcgaggagaaggcctgggccatggctgtgtggatctttgctgcgatcaacaggcgagac 
ctctgggaaaaagctaagaaggaccagccagagtggaatgacacgtgtacatcacattcc 
tctatggtatgccaggaggacagccttgaagaagagtggatgggtttgctgggatatctc 
tcccgcatctccatttgtaaaaagaagaaagattactgtaagatgtacagacgacatgtg 
agaagcaggttctactctatcaaggacaggaacgcgcgtctaggtgagagtgtggacctc 
aacagtcgctacacgcagctccaactggtcaaggagcatccaagcaagcaggagcgggag 
catgaactcctgaccatcggccggactaaaatgcgggacagccccatgagttcccttaag 
ctggagctgctgtttgagcccgaggacgggcactcggagcctgtgcacacagtggtgttc 
cagggagcagcaggcatcgggaaaaccatcctagccaggaagattatgttggactgggca 
ctgggaaagctcttcaaagacaaatttgactatttgttctttatccactgccgagaggtg 
agcctcaggacgccaaggagtctagcagacctgattgtcagctgctggcctgacccaaac 
ccaccagtgtgcaagatcctgcgcaagccttccaggatcctcttcctcatggatggcttt 
gatgagctacaaggggcctttgacgagcacattggggaggtctgcacagactggcaaaag 
gctgtgcggggagacattctgctaagcagcctcatccgaaagaaactgctgcccaaggcc 
tctctgctcataacgacgaggccggtagccttggagaaactgcagcatctcctggaccac 
ccccgccatgtggagatcctaggtttctctgaggccaaaaggaaggagtatttctttaag 
tatttctccaacgagctgcaggcccgggaggccttcaggctgatccaagagaatgaggtc 
ctctttaccatgtgcttcatccccctggtctgctggattgtgtgcacggggctaaagcaa 
cagatggagaccgggaagagcctggcccagacctccaagaccactacggccgtctacgtc 
ttcttcctttccagcctgctgcaatcccgggggggcattgaggagcatctcttctctgac 
tacctacaggggctctgttcactggctgcggatggaatttggaaccagaaaatcctattt 
gaggagtgtgatctgcggaagcacggcctgcagaagactgacgtctccgctttcctgagg 
atgaacgtgttccagaaggaagtggactgcgagagattctacagcttcagcacatga 
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ID PYDJDOMAIN; MATRIX. 
AC ZZ99999; 

DT Mon Oct 30 13:50:41 2000 

DE Generated from MSF file: ' stdin". 

MA / GENERAL_SPEC : ALPHABET= ' ABCDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ 1 ; 
LENGTH=82; 

MA /DISJOINT: DEFINITION PROTECT; Nl=6; N2=77; 

CC Automatic scaling using medium database 

MA /NORMALIZATION: MODE=l; FUNCTION=LINEAR; Rl=1.0442; 

R2=0. 01858709; TEXT= ' NScore ' ; 

MA /CUT_OFF: LEVEL=0; SCORE=401; N_SCORE=8.5; MODE=l; 

MA /CUT_OFF: LEVEL=-1; SCORE=293 ; N_SCORE=6.5; MODE=l; 

MA /DEFAULT: M0=-8; D=-20; I=-20; Bl=-60; El=-60; MI=-105; 

MD=-105; IM=-105; DM=-105; 

MA /I: B1=0; BI=-105; BD=-105; 

MA /M: SY='L'; M=-ll , -28 , -22 , -29 , -20 , 12 , -29 , -16 , 15, - 

26.38.18, -28,-29,-17,-18,-28,-11,5,-9,7,-18; 

MA /M: SY='E»; M=-10, 11, -28, 19, 39, -27, -17, -1, -29, 10, -22 , - 
19,2, -5, 13,4,2, -7, -26, -28,-15,26; 

MA /M: SY=*E'; M=-12 , 22 , -26 , 22 , 26 , -24 , -13 , 3 , -26 , 3 , -23 , - 
18,20, -11, 13,-1,2, -7,-28, -31, -16,20; 

MA /M: SY= , L'; M=-9 , -3 0 , -20 , -31 , -22 , 8 , -3 1 , -22 , 24 , - 

29.42.19, -29,-29,-21,-21,-27,-9,17,-21,-1,-22; 

MA /M: SY='S'; M=-2 , 5 , -19 , 3 , 2 , -2 1 , -2 , -8 , -2 0 , -4 , -22 , - 16 , 10 , 
11, -2, -5, 14, 6,-15,-33, -18, 0; 

MA /M: SY='E'; M=0 , 2 , -27 , 5 , 11 , -30 , -12 , -2 , -25 , 10 , -24 , - 
13,0,1,10,1,0,-7,-21,-26,-15,9; 

MA /M: SY="D'; M=-14 , 17 , -29 , 2 6 , 2 6 , -25 , -18 , -1 , -2 4 , 5 , -2 0 , - 
18,5,-10, 6, -3, -3, -9, -21, -28, -10,15 ; 

MA /M: SY='E'; M=-ll , 18 , -28 , 24 , 45 , -30 , -16 , 2 , -29 , 7 , -23 , - 
20,11, -5, 17, -1,2, -8, -30, -32, -20,31 ; 

MA /M: SY= , L'; M=-12, -28, -19, -31, -22, 30, -28, -19 , 11, - 

29,33,11, -24, -29, -25, -19, -23, -8, 6, -12,8,-22; 

MA /M: SY='K'; M=-ll , 1 , -28 , 1 , 10 , -26 , -17 , -3 , -24 , 20 , -22 , - 

7,1,-13,15,19,-3,-8,-20,-18,-10,12; 

MA /M: SY='K r ; M=-10 , -2 , -26 , -1 , 10 , -23 , -18 , -6 , -2 6 , 28 , -24 , - 
12, 0,-12, 8, 26, -2, -2, -18, -22, -8,7; 

MA /M: SY='F'; M=-19 , -28 , -21 , -37 , -27 , 70 , -29 , -19 , -1, - 
25, 9, 0,-19,-29,-3 6, -17, -2 0,-10, -1,7, 26,-27 ; 

MA /M: SY='K"; M=-10 , -2 , -30 , -3 , 8 , -29 , -21 , -9 , -25 , 41 , -26 , -7 , 
1,-11,13,26,-10,-10,-18,-20,-9,10; 

MA /M: SY-'F'; M=-9 , -12 , -23 , -13 , -1 , 2 , -2 1 , -5 , -7 , -7 , -2 , 0 , -9 , 
17,-4,-7,-6,-5,-8,-18,1,-2; 

MA /M: SY='Y'; M=-12 , -18 , -25 , -19 , -11 , 6 , -21 , -10 , -6 , 0 , 7 , 2 , - 
16,-23,-11,0,-19,-11,-6,-9,10,-11; 

MA /M: SY='L'; M=-10, -28, -21, -28, -16, 7 , -30, -20, 20, - 

28, 43, 18, -27, -27, -18,-2 0, -27, -10, 10,-21, -1, -17; 

MA /M: SY='R'; M=-3 , -13 , -26 , -14 , -8 , -17 , -5 , -12 , -16 , -1 , -10 , - 

7,-9,-12,-4,1,-7,-7,-13,-15,-12,-7; 
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MA /M: SY='B'; M=-6 , 15 , -20 , 14 , 5 , -23 , -13 , -3 , -23 , 0 , -21 , - 
16, 11,-12,2,-1, 10, 12, -17 ,-32, -14,3; 

MA /M: SY='E'; M=-4 , -9 , -22 , -10 , 5 , -10 , -21 , -13 , -10 , 3 , -10 , -5 , 

9, -10,-4,1,-4,-1,-5,-22,-10,0; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='P'; M=0 , -9 , -18 , -10 , -5 , -14 , -9 , -13 , -6 , -6 , -11 , -7 , - 
5,5,-4,-7,3,1,-6,-21,-12,-6; D=-4; 
MA /I: 1=-^; MD=-18; 

MA /M: SY='L'; M=-8 , -18 , -10 , -19 , -11 , -3 , -24 , -9 , 6 , -18 , 19 , 10 , 
18,-23,-8,-13,-15,-5,3,-23,-4,-10; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='E'; M=-5 , 4 , -23 , 8 , 23 , -26 , -10 , -3 , -25 , 7 , -21 , -15 , 2 , 
7, 13, 8, 4, -5, -21, -26, -16, 17; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='E'; M=-10 , -6 , -22 , -4 , 6 , -7 , -18 , -4 , -13 , 0 , -6 , -4 , -6 , 
5,-2,-1,-7,-5,-12,-20,-6,2; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='G'; M=-3 , -2 , -23 , 1, 3 , -23 , 21, -11, -27 , -4 , -21 , - 
15, 0, -12, -5, -7, 1, -8, -19, -22,-20, -1; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY= , H 1 ; M=-9 , -10 , -19 , -11, -6 , -1 , -15 , 11 , -6 , -12 , 3 , 1 , - 

8,-17,-4,-8,-8,-3,-8,-14,8,-6; D=-4; 

MA /I: I=-4; MI=0; MD=-18; IM=0; DM=-18; 

MA /M: SY='P'; M=-6, -10, -21, -9 , -4, -20, 2 , -11, -22, -3, -22, - 

10, -5,4,0,-5,-1,-8,-20,-23,-17,-3; D=-4; 
/I: I=-4; DM=-18; 



MA 

MA /M: SY='R' 
11,0,-2,6,23,-3 
MA 



/I: I=-4; DM=-18; 



MA /M: SY='I 



25, 17, 14,-20, -21, -19,-25,-16,-4,25,-23,-3,-24; 



MA 



/M: SY='P* 



17,-13,54,-8,-14,0,2,-21,-29,-25,-9; 



MA /M: SY='W 
12,-16,-16,3,11 
MA /M: SY= ' G 



MA /M: SY='E' 
2,13,0,3,-4,-21 
MA /M: SY=*L 



MA /M: SY='K' 
11,13,14,-1,-2, 
MA /M: SY='A' 



M=-10, -5, -26, -6, 1,-22 ,-12, -6, -23 , 14,-21, - 
-4,-19,-23,-14,1; D=-4; 



M=-8, -26, -25, -32, -23, -1,-35, -27,36, - 



M=-2, -14,-30, -10,-2,-25, -17, -18, -18, -8, -25, 



M=-16,-19,-37,-19,-8,-12, -20,-9,-22,3, -19, - 
-19,-15,-24,42,5,-2; 
M=5, -4, -20, -7, -11, -14, 17, -16, -24, -12,-21 , - 



16,2,-16,-13,-14,9,1,-15,-24,-17,-11; 



M=l,2, -24,3,22, -26,-15, -3, -22, 5, -18, -13, 0, - 
-27,-17,17; 
M=-7, -29, -19, -31, -24, 3, -3 0,-23, 26, - 



25,27,17,-27,-22,-21,-21,-21,-7,24,-24,-5,-24; 

M=-12, 3, -29, 8, 24, -24, -18, 0,-21,8,-13,-10, 



MA /M: SY= , E 1 

2,-10,10,4,-7,-11,-20,-26,-12,16; 

M=-5, 0,-25 ,-2 ,9, -26, -14 ,-6, -23, 20, -21, -7,1, 
18,-23,-12,11; 
M=28, -14, -13 ,-23, -13 ,-11, -9, -17, 0,-13, 5, 6,- 
14, -15,-10,-18,-1,-1,3,-20,-13,-12; 
MA /I: I=-6; MI=0; MD=-32; IM=0; DM=-32; 

MA /M: SY='D'; M=-10 , 23 , -23 , 27 , 5 , -27 , -6 , -4 , -26 , -1 , -2 6 , - 
21,18,-13,-1,-1,9,0,-21,-36,-18,1; 
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MA /M : SY= ' P ' 

14, -10,12,-6,0, 
MA /M: SY='I' 

15, -16,-7,-11,- 
MA /M: SY='D' 
20,12,-10,12,-1 
MA /M: SY= , L' 



M=-4, -13, -31, -11, -2, -23, -3, -15, -22, 0,-22, - 
7,-12,-20,-15,-18,-6; 
M=-5, -15, -24, -16, -1,-11, -27, -17, 9, -6,5,5, - 
12,-8,8,-24,-9,-5; 

M=-14, 26, -24, 35, 24, -35, -15, 0,-32, 8,-26, - 
-1,-9,-28,-33,-18,18; 
M=-8, -29, -18, -30, -22, 7, -29 ,-20,22, - 



27,40,21,-29,-29,-20,-19,-26,-8,17,-22,-2,-21; 



MA 



/M: SY='A' 



7,-11,-14,-13,-18,10,9,9,-25,-17,-13; 



MA /M: SY='D' 
15,10,-12,3,-4, 
MA /M: SY= ' L 



MA 



/M: SY='L' 



MA /M: SY='V' 
17,-16,-18,-18, 
MA /M: SY='S' 
10,6,-3,10,7,-14,-29,-15,6; 



MA /M: SY='H' 
4,0,-21,0,-1,-4 
MA /M: SY='Y' 



M=31, -12, -10, -19, -13, -15, -9, -21, -3, -12, -7, 



M=-ll, 14, -25, 16, 14, -19, -16, 1,-21,-1, -18, - 
,-2,-20,-30,-12,8; 

M=-10,-24, -23, -26, -16,2,-30,-17, 15, - 



16,28,14,-23,-25,-13,-13,-23,-9,8,-18,2,-15; 



M=-10, -29, -2 0,-30, -20, 12, -29, -17,19, - 



27,44,24,-28,-29,-18,-19,-28,-10,10,-19,1,-19; 



M=-4, -16, -20, -17, -18, -8,-27,-19, 15,-16,3,4 
9,-1,20,-28,-9,-19; 
M=l, 2, -20, -1,7, -22, -10,-9,-17,2, -20,-12, 5, 



M=-13, -6,-24, -9,-7, -1, -21,29, -15,-6,-13, - 
-4,-15,-14,20,-6; 
M=-13, -20, -12, -24, -21, 31, -26, 2, -5, -16,-2, - 
4,-17,-28,-18,-15,-12,-7,-7,10,45,-21; 

MA /M: SY='G'; M=-6, -7, -21, -4, -5, -22, 11, -15, -24, -14, -18, - 
15, -6, 1,-12, -16,-3, -7, -21,-26, -20, -9; 

MA /M: SY='E'; M=l, -1, -25, 3, 18, -27, 5, -10, -28, -1, -24, -19 , - 

1,0,2,-8,7,-6,-23,-28,-22,9; 

MA /I: I=-6; MD=-32; 

MA /M: SY='E' ; M=-8 , 2 , -25 , 2 , 10, -21, -7 , -3 , -21, 7 , -20 , -12 , 3 , 

13,7,4,0,-6,-19,-21,-7,8; D=-6; 

MA /I: I=-6; MI=-32; IM=-32; DM=-32; 

MA /M: SY='Y'; M=-15 , -8 , -32 , -5 , 0 , -8 , -21 , 0 , -17 , 1 , -14 , -10 , - 
10,-15,5,2,-12,-11,-20,12,17,1; 

MA /M: SY='A , ; M=37 , -13 , -14 , -21 , -14 , -18 , 2 , -21 , -5 , -13 , -8 , - 
7,-11, -13,-13,-21,5,-3,2,-20, -19,-14; 

MA /M: SY='W; M=-8 , -3 0 , -31 , -30 , -22 , 1 , -18 , -2 5 , -4 , -17 , -4 , - 
7,-29,-27,-19,-15,-23,-16,-2,51,7,-19; 

MA /M: SY='E'; M=-8 , 10 , -24 , 12 , 14 , -24 , -13 , -2 , -21 , 7 , -19 , - 
8,7,-11,8,4,2,-5,-19,-30,-15,11; 

MA /M: SY='V; M=2, -23, -15, -26, -20, -2, -24, -21, 15, - 

16,17,12,-23,-24,-18,-16,-12,0,20,-24,-7,-19; 

MA /M: SY= , T'; M=10 , -7 , -11 , -14 , -12 , -11, -16 , -20 , -4 , -12 , -6 , 

7,-6,-14,-12,-14,14,28,6,-29,-12,-12; 

MA /M: SY='L'; M=-7 , -26 , -19 , -30 , -22 , 11 , -28 , -20 , 18 , - 

23,23,15,-23,-26,-20,-16,-18,-7,15,-19,0,-21; 

MA /M: SY='N' ; M=-6 , 7 , -24 , 4 , 6 , -26 , -8 , 2 , -24 , 8 , -24 , -13 , 12 , - 

13,11,8, 6,-1, -22, -28, -14,8; 

MA /M: SY='I' ; M=-5 , -25 , -21 , -31 , -27 , -2 , -29 , -28 , 31 , - 
24,12,11,-20,-22,-22,-24,-11,0,29,-24,-6,-27; 
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MA /M: SY='F'; M=-16 , -30, -21, -36, -26 . 47, -30, -20, 8 , - 

30,26,8,-25,-30,-31,-20,-25,-11,3,4,17,-25; J 

MA /M: SY='R'; M=-8 , -2 , -27 , 0 , 18 , -26 , -15 , -2 , -25 , 15 , -19 , -11 , 

1, -11,18,22,-2,-8,-22,-24,-14,16; 

MA /M: SY='K'; M=-4 , 2 , -24 , 1 , 2 , -23 , -13 , -8 , -16 , 8 , -15 , -4 , 0 , - 
14,4,4,-4,-5,-12,-25,-13,2; 

MA /M: SY='M'; M=-7 , -22 , -21, -31 , -21, -1 , -24 , -10, 24, - 

16,19,43,-19,-20,-7,-16,-18,-7,14,-20,-1,-15; 

MA /M: SY='N*; M=-10, 21 , -25 , 11 , -2 , -24 , 9 , 5 , -27 , 3 , -29 , - 

18,34,-19,-2,5,3,-7,-28,-32,-18,-3; 

MA /M: SY='L'; M=-10 , -18 , -5 , -21 , -12 , -8 , -25 , -12 , -5 , -6 , 6 , 3 , - 
15,-25,-5,5,-16, -10,-5,-22,-5,-10; 

MA /M: SY='R'; M=-ll , 2 , -24, -1 , 3 , -19 , -18 , -3 , -17 , 10 , -13 , - 
3,5,-15,8,15,-3,0,-15,-26,-11,4; 

MA /M: SY='D'; M=-5 , 12 , -24 , 18 , 16 , -26 , -15 , -2 , -22 , -1 , -16, - 
15,3,-11,4,-7,2,-4,-17,-31,-15,10; 

MA /M: SY='L'; M=-9 , -28 , -19 , -29 , -19 , 6 , -29 , -19 , 21 , - 

26,39,21,-28,-28,-18,-19,-25,-9,15,-22,-2,-19; 

MA /M: SY='C; M=16 , -15 , 25 , -22 , -17 , -16 , -13 , -22 , -15 , -17 , - 

15, -12,-13,-21,-16, -21,3,-1,-4,-19,-18,-16; 

MA /M: SY='E"; M=-2 , 6 , -25 , 10, 25 , -26 , -10 , -7 , -25 , 7 , -20 , - 
16,1,-8,6,1,0,-7,-20,-28,-18,15; 

MA /M: SY='R'; M=-13 , -2 , -29 , -1 , 12 , -27 , -20 , -1, -23 , 21, -19 , - 
6,-2,-13,20,28,-6,-9,-19, -23 , -11 , 15 ; 

MA /M: SY='L'; M=13 , -22 , -16 , -26 , -18 , -4 , -16 , -22 , 9 , -21 , 19 , 6 , 
21, -22,-17, -21, -12, -6, 10, -21, -10,-18; 

MA /M: SY='Q'; M=-ll , -4 , -27 , -4 , 5 , -25 , -18 , 2 , -17 , 8 , -14 , -3 , - 

2, -15,21, 14,-5, -7,-18, -23, -8, 11; 

MA /M: SY='E'; M=-5 , 3 , -27 , 6 , 17 , -26 , -8 , -2 , -29 , 11 , -21 , -15 , 1 , 
11,6,13,-2,-9,-22,-25,-16,11; 

MA /M: SY= , E'; M=-5 , 5 , -27 , 6 , 22 , -24 , -13 , -1 , -20 , 2 , -17 , -13 , 4 , 
9,6,1,-1,-8,-19,-28,-15,13; 

MA /M: SY='M'; M=-2 , -17 , -6, -25 , -18 , -9 , -23 , -16 , 6 , -10 , 2 , 14 , - 
14,-20,-9,-7,-8,0,7,-25,-9,-15; 

MA /M: SY="N , ; M=-3 , 1 , -22 , -4 , 1 , -16 , -15 , -7 , -10, 3 , -8 , -3 , 5 , - 
17, -2,2,-5,-6,-9,-27,-13, 0; 

MA /M: SY= , H , ; M=-6 , 1 , -28 , 3 , 21 , -26 , -11 , 24 , -28 , 2 , -20 , -11 , 2 , 
11,15,4,-3,-12,-26,-26,-8,16; 

MA /M: SY='S'; M=-3, -1, -19, -4, -7, -18, -1, 3, -17, -6, -21, - 
12,9,-18,-5,-1,10,0,-9,-32,-14,-7; 

MA /M: SY='V; M=-4 , -21 , -18 , -23 , -22 , 6 , -2 , -22 , 0 , -22 , 1, -2 , - 

16, -25,-24,-19,-6,-5,9,-20,-8,-22; 
MA /I: E1=0; IE=-105; DE=-105; 

CC /GENERATED_BY="/usr/molbio/bin/pfmake -2b - 
/usr/molbio/share/pf tools /blosura45 . cmp H=0. 6" ; 

// 
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38, 40. 
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Feld' I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchiefbar erwiesen haben (Forisetzung von Punkt 2 auf Blatl 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



1. )( Anspruche Nr. 

— weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet ist, namlich 

Obwohl die Anspruche 17-19 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grundete sich auf die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2 Pn Anspruche Nr. 20~23 

weil sie sich auf Teile der international Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

daf3 eine smnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthall: 



| | Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 



2. 



□ 



internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgetordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden smd, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Eriindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fafBt: 

Anspruche 1-19 (teilweise) 



Bemerkungen hinsichtltch eines Widerspruchs j^j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| j Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr. : 20-23 



Anspruche 20-23 sind auf Verbindungen gerichtet, die die spezifische 
Interaktion von PYD-Domanen zur intrazellularen Signalweiterleitung 
blockieren bzw. auf deren medizinische Verwendung. Da keine ausreichenden 
strukturellen Merkmale solcher Verbindung angegeben wurden, erscheint 
eine Recherche nicht moglich. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, da8 Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, da8 die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



1. Anspruche: Erfindung 1: Anspriiche 1-19 (teilweise) 

DNA-Sequenz kodierend fur menschliches Pyc Protein (SEQ ID 
NO: 2), Expressionsvektoren, Wirtszellen, Genprodukt (SEQ ID 
NO: 1), Antikorper, Verfahren zur Isolierung des 
Genprodukts, Verfahren zur Expression des Genprodukts, 
medizinische Verwendung der DNA-Sequenz Oder des Genprodukts 



2. Anspruche: Erfindung 2: Anspruche 1-19 (teilweise) 

DNA-Sequenz kodierend fur menschliches Pyrin Protein (SEQ ID 
NO: 4), Expressionsvektoren, Wirtszellen, Genprodukt (SEQ ID 
NO: 3), Antikorper, Verfahren zur Isolierung des 
Genprodukts, Verfahren zur Expression des Genprodukts, 
medizinische Verwendung der DNA-Sequenz Oder des Genprodukts 



3. Anspruche: Erfindung 3: Anspruche 1-19 (teilweise) 

DNA-Sequenz kodierend fur menschliches Pycard Protein (SEQ 
ID NO: 6), Expressionsvektoren, Wirtszellen, Genprodukt (SEQ 
ID NO: 5), Antikorper, Verfahren zur Isolierung des 
Genprodukts, Verfahren zur Expression des Genprodukts, 
medizinische Verwendung der DNA-Sequenz oder des Genprodukts 



4. Anspruche: Erfindungen 4-20: Anspruche 1-19 (teilweise) 

analog fur DNA-Sequenzen mit SEQ ID NO: 8, 10, 12,... , 38, 
40 



5. Anspruche: Erfindung 21: Anspruche 11-14, 17-19 (teilweise) 

Genprodukt enthaltend eine Aminosauresequenz fur eine 
PYD-Domane aus dem Pyrin-Protei n der Maus (SEQ ID NO: 60, 
Pycard. mm), Antikorper, medizinische Verwendung des 
Genprodukts 

6. Anspruche: Erfindung 22: Anspruche 11-14, 17-19 (teilweise) 

Genprodukt enthaltend eine Aminosauresequenz fur eine 
PYD-Domane aus dem Pyrin-Protei n der Ratte (SEQ ID NO: 61, 
Pycard. mm), Antikorper, medizinische Verwendung des 
Genprodukts 



7. Anspruche: Erfindungen 23-26: Anspruche 11-14, 
17-19 (teilweise) 



analog fur Genprodukte mit SEQ ID NO: 63, 82, 83, 84 
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